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Zusammenfassung 
Die Signalübertragung durch Wnt/β-Catenin stellt einen der wichtigsten Signalwege 
während der Embryogenese sowie im adulten Organismus dar. Aberrante Aktivierung 
des Signalwegs führt zur Entstehung von Tumoren. Dabei kommt einem 
zytoplasmatischen Multiproteinkomplex, welcher den kontinuierlichen proteosomalen 
Abbau und die dafür notwendige Phosphorylierung des zentralen Effektormoleküls 
β-Catenin gewährleistet, eine besondere Bedeutung zu. Die homologen 
Gerüstproteine Conductin und/oder Axin stehen im Mittelpunkt dieses Komplexes. In 
der vorliegenden Arbeit habe ich eine kombinierte genetische Analyse von Conductin 
und Axin in der Maus durchgeführt. Dazu habe ich zuerst mit Hilfe der Technik der 
homologen Rekombination das Conductin-Gen deletiert und gleichzeitig ein 
Reportergen unter die Kontrolle des endogenen Conductin-Promotors gebracht. 
Ich habe festgestellt, dass der gemeinsame Verlust von Conductin und einem Axin-
Allel (Con-/-;Ax+/-) zu schweren kraniofazialen und Vorderhirndefekten in der Maus 
führt. Ähnliche Missbildungen werden beim Menschen im Zusammenhang mit dem 
Krankheitsbild der Holoprosenzephalie (HPE) beobachtet. Die detaillierte Analyse der 
Con-/-; Ax+/--Embryonen zeigte eine genetische Interaktion des Wnt-Signalwegs mit 
dem Shh-Signalweg. Störungen im Shh-Signalweg sind auch beim Menschen für die 
Ausbildung der HPE verantwortlich. 
Zusätzlich wurde die Analyse auf die Untersuchung doppelt homozygot mutierter 
Embryonen ausgedehnt. Der Verlust von Axin alleine bewirkt eine Überaktivierung 
des Wnt-Signalwegs, die zur Ausbildung einer sekundären Körperachse führt. Die 
gleichzeitige Abwesenheit von Conductin und Axin (Con-/-;Ax-/-) bewirkt dagegen den 
Verlust der anterior-posterioren Achse und führt zum Absterben der Embryonen nach 
dem Tag 6,5 der Entwicklung. 
Die vorliegende Arbeit zeigt, wie Unterschiede in der biologischen Bedeutung zweier 
funktionell redundanter Faktoren mit genetischen Methoden in der Maus aufgeklärt 
werden können. 
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1 Einleitung 
Die Musterung des Embryos beziehungsweise spezifischer Strukturen, wie 
beispielsweise der Gliedmaßen und besonders auch des Zentralnervensystems (ZNS), 
sind grundlegende Vorgänge während der Embryogenese. Die dabei ablaufenden 
Prozesse sind evolutionär stark konserviert. Sie laufen im Krallenfrosch (Xenopus 
laevis) und Zebrafisch (Danio reio) nahezu identisch zu Maus oder Mensch ab und 
sind auch in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster in ihren Grundlagen, wenn 
auch nicht in ihrer Komplexität, vergleichbar. Die interzelluläre Kommunikation, 
welche so entscheidende Prozesse wie Morphogenese, Proliferation und 
Differenzierung im Embryo reguliert, wird von etwa einem halben Dutzend 
grundlegender Signalwege – dem TGFβ/BMP-, dem Rezeptor-Tyrosinkinase-, dem 
Kernrezeptor, dem Jak/STAT-, dem Notch- und nicht zuletzt dem Hedgehog- und 
dem Wnt-Signaltransduktionsweg – kontrolliert (Gerhart, 1999). Jeder dieser 
Signalwege wird wiederholt während der frühen Embryonalentwicklung, aber auch 
bei der Genese aller Organe verwendet. Dabei kommt dem Zusammenspiel sowie der 
Aktivierung und Repression der unterschiedlichen Signalwege eine entscheidende 
Rolle zu. Medizinisch haben die genannten Signalwege eine besondere Bedeutung 
erlangt, da die Deregulation jedes einzelnen im adulten Organismus zur Entstehung 
verschiedener Krankheiten wie zum Beispiel von Krebs führen kann (Hunter, 1997). 
Der Wnt/Wingless-Signalweg ist in den letzten Jahren zu einem komplexen Netzwerk 
von Komponenten angewachsen, das verschiedene Prozesse in der Embryogenese in 
so unterschiedlichen Spezies wie dem Nematoden C. elegans, der Fruchtfliege 
Drosophila, aber auch in Vertebraten wie dem Frosch, der Maus und nicht zuletzt 
dem Menschen steuert. Dabei zeigt sich eine Zunahme der Komplexität von den 
einfacheren Lebensformen zu den Vertebraten, die in den Säugern ihren Höhepunkt 
erreicht. Hier erlangt der Wnt-Signalweg eine besondere Bedeutung, da zahlreiche 
Mutationen in verschiedenen Komponenten ursächlich für die Entstehung von Krebs 
verantwortlich sind. Im Mittelpunkt meiner Arbeit steht das Gerüstprotein Conductin, 
das zusammen mit seinem Homologen Axin diejenige Komponente des klassischen, 
kanonischen Wnt-Signalwegs darstellt, an der im Zusammenspiel mit weiteren 
Faktoren über das Schicksal des zytoplasmatischen Effektors β-Catenin entschieden 
Einleitung  8 
wird. Mit Hilfe der Technik der homologen Rekombination habe ich das Conductin-
Gen in der Maus inaktiviert. Durch die Kreuzung von Conductin- und Axin-mutierten 
Tieren wurde die Funktion der beiden Gene in vivo bestimmt.  Dabei zeigt sich eine 
überraschende genetische Interaktion des Wnt-Signalwegs mit der Shh-vermittelten 
Signalübertragung. Defekte in der Entwicklung des Vorderhirns und besonders des 
Telenzephalons bringen den Wnt-Signalweg in Zusammenhang mit dem Krank-
heitsbild der Holoprosenzephalie. 
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1.1 Der Wnt-Signalweg 
Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht das von uns erstmals beschriebene und 
charakterisierte Conductin (Behrens, Jerchow et al., 1998). Wie wir zeigen konnten, 
steht Conductin im Zentrum des kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalwegs. Dieser soll 
im Folgenden im Detail vorgestellt werden. 
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Abb. 1.1: Derzeitiges Modell der Wnt-induzierten Signalübertragung. Durch die Stimulation mit Wnt 
kann es zur Aktivierung dreier weitgehend unabhängiger Signalkaskaden kommen. Dabei 
unterscheidet man den die planare Polarität von Epithelzellen beeinflussenden (planar cell polarity, 
PCP) Signalweg (orange), den wahrscheinlich G-Protein-vermittelten Calcium-Signalweg (grün) und 
den klassischen über den Effektor β-Catenin verlaufenden kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalweg 
(blau). Die molekularen Komponenten und Regelmechanismen des kanonischen Wnt-Signalwegs sind 
im Text im Detail beschrieben. Schema zur Verfügung gestellt von J. Hülsken (Huelsken and 
Birchmeier, 2001). 
 
Der zentrale Prozess, der dem kanonischen Wnt-Signalweg zugrunde liegt, ist die 
Regulation der Stabilität des Effektormoleküls β-Catenin. Aus diesem Grund wird er 
auch als β-Catenin-Signalweg bezeichnet. Ein extrazellulärer Wnt-Ligand setzt eine 
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Signalkaskade in Gang, die dazu führt, dass die N-terminale Phosphorylierung von β-
Catenin inhibiert wird. Solange β-Catenin nicht phosphoryliert ist, reichert es sich in 
der Zelle an. Zusammen mit spezifischen Transkriptionsfaktoren wandert es in den 
Kern und induziert dort die Transkription von Zielgenen des Wnt-Signalwegs. 
Seit der Identifizierung des ersten Wnt-Liganden (Wnt1; Nusse and Varmus, 1982; 
van Ooyen and Nusse, 1984), wurden eine Reihe weiterer Homologe identifiziert. So 
kennt man inzwischen 19 unterschiedliche humane und murine Wnt-Gene, von 
denen die meisten auch in anderen Vertebraten konserviert sind. In Drosophila 
wurden bislang sieben Wnt-Gene beschrieben. Hierbei unterscheidet man 
transformierende Wnt-Gene, die vorzugsweise den klassischen Wnt-Signalweg 
aktivieren und nicht-transformierende Wnt-Gene, die im Allgemeinen den PCP- oder 
Calcium-Signalweg aktivieren (Abb. 1.1 und Kuhl et al., 2000). 
Wnt-Liganden binden Frizzled-Rezeptoren an der Zelloberfläche (Bhanot et al., 
1996). In der Maus kodieren mindestens zehn Frizzled-Gene für Proteine, die 
extrazellulär eine Cystein-reiche Domäne (CRD) besitzen, welche als Bindungsstelle 
für Wnt-Proteine dient. Frizzled-Proteine besitzen sieben Transmembrandomänen 
und ähneln damit G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Tatsächlich stimulieren einige 
nicht-transformierende Wnt-Liganden über spezifische Frizzled-Rezeptoren den 
Calcium-Signalweg, und diese Stimulation verläuft über die Aktivierung 
heterotrimerer G-Proteine (Slusarski et al., 1997; Winklbauer et al., 2001). Zur 
Übertragung des Wnt-Signals in die Zelle muss ein ternärer Komplex aus 
Transmembranproteinen, die dem LDL-Rezeptor verwandt sind (LRP5 oder LRP6, 
Drosophila Arrow), Frizzled und Wnt gebildet werden (Tamai et al., 2000). 
Die erste Stufe der Regulation stellen sezernierte Faktoren dar, die das Wnt-Signal 
inhibieren können. So besitzen Frizzled-verwandte Proteine (Frizzled related protein, 
Frp) eine CRD und kompetieren damit mit Frizzled-Rezeptoren um Wnt-Liganden 
(Rattner et al., 1997). Xenopus Cerberus (Maus Cerberus-like, Cer-l) besitzt eine 
Bindungsstelle für Wnt und wurde als multifunktionaler Antagonist des Nodal-, BMP- 
und Wnt-Signalwegs beschrieben (Piccolo et al., 1999). Als weitere Wnt-Inhibitoren 
wurden Dickkopf-Proteine charakterisiert (Glinka et al., 1998; Fedi et al., 1999), 
welche die Bindung von Wnt an LRP verhindern (Bafico et al., 2001; Semenov et al., 
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2001; Bafico et al., 2001; Mao et al., 2001). Dadurch wird die Bildung des trimeren 
Komplexes zwischen Wnt, LRP und Frizzled gestört, die für die Übertragung des Wnt-
Signals notwendig ist. 
Intrazellulär wird das Wnt-Signal zunächst über Dishevelled (Dsh, Maus Dvl1-3) 
weitergeleitet (Klingensmith et al., 1994; Noordermeer et al., 1994; Sussman et al., 
1994). Während die Funktionsweise von Dishevelled in Bezug auf Frizzled nach wie 
vor unklar bleibt, hat sich gezeigt, dass das Protein mit einer Reihe weiterer Faktoren 
interagiert. In Drosophila wird dsh von PAR-1 phosphoryliert; dies bewirkt bei 
gleichzeitiger Inhibition des PCP-Signalwegs eine Aktivierung des klassischen Wnt-
Signalwegs (Sun et al., 2001). Auch Frodo und β-Arrestin1 (β-Arr1) binden an 
Dishevelled und wirken synergistisch im klassischen Wnt-Signalweg. β-Arr1 ist mit 
Signalen in Verbindung gebracht worden, die durch G-Proteine übertragen werden 
und verknüpft so möglicherweise den β-Catenin-Signalweg mit dem Calcium-
Signalweg. Weitere Interaktionspartner von Dishevelled sind Dapper und Drosophila 
naked. Beide Proteine stelle negative Regulatoren des Wnt-Signalwegs dar (Cheyette 
et al., 2002; Rousset et al., 2001; Zeng et al., 2000). 
Die zentrale Schaltstelle des Wnt-Signalwegs ist ein Multiproteinkomplex, in dem β-
Catenin phosphoryliert und damit für den Abbau markiert wird. Der Komplex wird 
zusammengehalten durch Conductin und/oder Axin. In ihrer Funktion als 
Interaktionsplattform, die eine Reihe unterschiedlicher, für die Phosphorylierung von 
β-Catenin notwendiger Faktoren in räumliche Nähe zueinander bringt, können 
Conductin und Axin als Multiadapter- oder Gerüstproteine (engl. multi 
adaptor/scaffolding-protein) bezeichnet werden. Die Homologen Conductin und Axin 
sind zu 45% identisch, wobei sich innerhalb konservierter Domänen eine wesentlich 
stärkere Identität zeigt (Abb. 1.2). 
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung von Conductin und Axin. Die beiden Proteine sind zu 45% 
identisch. Prozentwerte markieren größere Identitäten innerhalb der homologen Bindungsdomänen. 
Klammern grenzen bekannte Bindungsstellen für die angegebenen Interaktionspartner ein. Eine 
detaillierte Beschreibung der unterschiedlichen Interaktionen findet sich im Text. 
 
Conductin wurde in unserem Labor von J. Behrens in einem Hefe-2-Hybrid-Screen als 
Interaktionspartner von β-Catenin identifiziert und von mir im Rahmen meiner 
Diplomarbeit kloniert (Behrens, Jerchow et al., 1998). Wie wir erstmals zeigen 
konnten, bindet Conductin neben β-Catenin die Serin/Threonin-Kinase 
Glykogen Synthase Kinase 3β (GSK3β, Drosophila zeste white 3/shaggy) und das 
Tumorsuppressorgenprodukt APC (Abb. 1.2). Funktionelle Untersuchungen ergaben, 
dass es sich bei Conductin um einen negativen Regulator des Wnt-Signalwegs 
handelt: Überexpression von Conductin in der Kolonkarzinomzelllinie SW480 induziert 
den Abbau von stabilisiertem β-Catenin; im Frosch kann durch Injektion von 
Conductin-mRNA die Ausbildung der primären Körperachse inhibiert werden oder die 
durch Injektion von Xwnt8-mRNA hervorgerufene Ausbildung einer sekundären 
Körperachse unterdrückt werden (Behrens, Jerchow et al., 1998). 
Untersuchungen verschiedener Labore konnten weitere Bindungspartner von 
Conductin und Axin identifizieren. So bindet Axin genauso wie Conductin an β-
Catenin, GSK3β und APC (Ikeda et al., 1998; Kishida et al., 1998; Hart et al., 1998). 
Darüber hinaus ist die Interaktion der Gerüstproteine mit einer großen Zahl weiterer 
Faktoren beschrieben worden: Das zytoplasmatische Protein Diversin wurde in 
unserem Labor identifiziert und als Bindungspartner von Conductin charakterisiert 
(Schwarz-Romond et al., 2002). Des Weiteren wurde in unserer Arbeitsgruppe die 
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Bindung von I-mf a an Conductin beobachtet (Asbrand, 2002). Wie die Ergebnisse 
anderer Labore ergeben haben binden Conductin und/oder Axin außerdem an Casein 
Kinase Iα (CKIα; Liu et al., 2002), Protein Phosphatase 2A (PP2A; Hsu et al., 1999), 
LRP5 (Mao et al., 2001), LRP6 (J. Behrens, persönliche Mitteilung) und Dishevelled; 
die DIX-Domäne vermittelt eine Di- oder Oligomerisierung von Conductin und/oder 
Axin (Hedgepeth et al., 1999; Sakanaka and Williams, 1999). 
Aus den vorgenannten Daten ergibt sich folgendes Modell zur Funktion des 
β-Catenin-Abbaukomplexes (zentraler Komplex in Abb. 1.1): Conductin und/oder 
Axin bilden über die DIX-Domäne Di- oder Oligomere, die an β-Catenin binden. Die 
Dimerisierung erlaubt die gleichzeitige Interaktion mit GSK3β und Diversin, deren 
Interaktionen mit einem einzelnen Molekül sich gegenseitig ausschließen (Schwarz-
Romond et al., 2002). Diversin rekrutiert seinerseits CKIε. Somit werden zwei für den 
Abbau von β-Catenin essentielle Kinasen in direkte räumliche Nähe zu ihrem 
Zielmolekül gebracht. Durch eine zusätzliche Bindungsdomäne können die 
Gerüstproteine anscheinend CKIα auch direkt in den Komplex bringen (Liu et al., 
2002). Durch seine Bindung an die RGS-Domäne von Conductin/Axin vervollständigt 
das Tumorsuppressorgenprodukt APC den Komplex, der den Abbau von β-Catenin 
induziert (Behrens, 2000; von Kries et al., 2000). β-Catenin besitzt in seinem N-
Terminus regulatorische Sequenzen, deren Phosphorylierung einen effizienten Abbau 
des Proteins gewährleisten. Dabei kommt es zunächst zu einer so genannten 
„Priming“-Phosphorylierung innerhalb dieses regulatorischen Bereichs: CKIε und/oder 
CKIα katalysieren die Übertragung einer Phosphatgruppe an Serin45 von β-Catenin 
(Amit et al., 2002; Liu et al., 2002). Diese Modifikation erlaubt es GSK3β drei weitere 
Aminosäuren, Threonin41, Serin37 und Serin33 im Aminoterminus von β-Catenin zu 
phosphorylieren. Wie verschiedene Untersuchungen gezeigt haben, stellt APC dabei 
einen essentiellen Kofaktor dar, ohne den die Phosphorylierung von β-Catenin 
beeinträchtigt ist. Sind die regulatorischen Sequenzen entsprechend phosphoryliert, 
wird β-Catenin vom F-Box-Protein β-TrCP (Drosophila Slimb; Hart et al., 1999; Jiang 
and Struhl, 1998) erkannt. Dieses vermittelt dann die Ubiquitinylierung von β-
Catenin, die in der Folge zum raschen Abbau des Proteins im Proteasom führt (Aberle 
et al., 1997). 
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In diesem Zusammenhang muss darauf hingewiesen werden, dass zur Funktion von 
CKI zurzeit noch widersprüchliche Daten existieren: Es ist gezeigt worden, dass CKIε 
an Dishevelled bindet und dieses phosphorylieren kann. Dabei wurde CKIε als 
positiver Regulator des Wnt-Signalwegs beschrieben (Peters et al., 1999; Sakanaka 
et al., 1999). Wie die Phosphorylierung von Dishevelled zur Aktivierung des 
Signalwegs führt bleibt jedoch unklar. Dagegen zeigen Daten aus unserem Labor, 
dass CKIε  über Diversin und Conductin/Axin in die Nähe von β-Catenin gebracht 
wird. In diesem Zusammenhang ist CKIε für die Phosphorylierung und den 
anschließenden Abbau von β-Catenin notwendig (Schwarz-Romond et al., 2002). 
Auch andere Labore identifizieren CKIα und CKIε als negative Regulatoren des Wnt-
Signalwegs (Liu et al., 2002; Rubinfeld et al., 2001). Es bleibt allerdings unklar, ob 
die Kinasen direkt mit Axin interagieren können. 
1.2 Inaktivierung des Abbaukomplexes 
In der Anwesenheit von Wnt-Liganden kommt es über die Rezeptoren Frizzled und 
LRP und über das zytoplasmatische Protein Dishevelled zur Inaktivierung des β-
Catenin-Abbaukomplexes bzw. zur Inhibition der Phosphorylierungsreaktionen am 
Aminoterminus von β-Catenin. Die mechanistischen Vorgänge, die diesem Prozess 
zugrunde liegen, bleiben bisher weitgehend im Dunkeln. Aufgeklärt sind lediglich die 
folgenden Zusammenhänge: In vitro ist β-Catenin ein schlechtes Substrat für GSK3β. 
Erst die Zugabe von Axin ermöglicht eine effiziente Phosphorylierung von β-Catenin 
durch GSK3β (Ikeda et al., 1998; Hart et al., 1998; Willert et al., 1999). Axin und 
APC sind selbst Substrate von GSK3β (Willert et al., 1999; Rubinfeld et al., 1996). Im 
phosphorylierten Zustand verstärkt sich ihre Bindung an β-Catenin. Es ist gezeigt 
worden, dass PP2A mit Axin interagiert und dass das Wnt-Signal die 
Dephosphorylierung von Axin durch PP2A stimuliert (Willert et al., 1999; Strovel et 
al., 2000). Die Dephosphorylierung von Axin und möglicherweise auch von Conductin 
als Antwort auf das Wnt-Signal ist aller Wahrscheinlichkeit nach ein Teilaspekt der 
Inaktivierung des Multiproteinkomplexes, der den Abbau von β-Catenin induziert. 
Über welche Zwischenschritte die Phosphatase durch Wnt stimuliert wird und welche 
weiteren Modifikationen am Komplex stattfinden müssen, um die Phosphorylierung 
von β-Catenin zu unterdrücken, bleibt jedoch weiterhin unklar. 
Einleitung  15 
1.3 Aktivierung von Zielgenen des kanonischen Wnt-Signalwegs 
Alle Signalkaskaden, die eine wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung spielen, 
antworten auf extrazelluläre Signale und aktivieren dann die Transkription 
spezifischer Zielgene im Zellkern. Die dabei verwendeten Transkriptionsfaktoren 
binden an definierte Sequenzen im Genom und sind in ihrer Aktivität der Kontrolle 
durch den Signalweg unterworfen (Übersicht bei Barolo and Posakony, 2002). Im 
kanonischen Wnt-Signalweg übernehmen Proteine aus der LEF/TCF-Familie die Rolle 
der signalregulierten Transkriptionsfaktoren (Behrens et al., 1996; Molenaar et al., 
1996). Alle Mitglieder der LEF/TCF-Familie zeichnen sich durch das Vorhandensein 
einer so genannten High Mobility Group (HMG)-Box aus, die sequenzspezifische 
Bindungen an das Genom vermittelt. Daneben besitzen sie eine aminoterminale β-
Catenin-Bindungsdomäne. 
In der Abwesenheit von β-Catenin reprimieren LEF/TCF-Faktoren zusammen mit den 
Korepressoren CtBP (Brannon et al., 1999) und/oder Groucho (Cavallo et al., 1998) 
die Expression von Wnt-Zielgenen. Dabei scheint die Repression durch Groucho über 
dessen Bindung an Histon-Deacetylasen (HDAC) vermittelt zu werden (Chen et al., 
1999b). Die Stimulation des Wnt-Signalwegs führt wie beschrieben zur Stabilisierung 
von β-Catenin. Dieses wandert in den Zellkern ein, bildet dort einen Komplex mit 
LEF/TCF-Transkriptionsfaktoren und den Koaktivatoren CBP/P300 (Histon-Acetylasen; 
Hecht et al., 2000; Takemaru and Moon, 2000) und Pygopus (Belenkaya et al., 2002; 
Greaves, 2002; Kramps et al., 2002; Parker et al., 2002), welches über legless/BCL9 
(Kramps et al., 2002) an β-Catenin bindet und aktiviert dadurch die Transkription der 
selben Wnt-Zielgene, die zuvor durch die LEF/TCF-Korepressor-Komplexe reprimiert 
wurden (Nusse, 1999). Verschiedene Arbeitsgruppen haben in den letzten Jahren 
zahlreiche Zielgene des Wnt-Signalwegs identifiziert. Wie wir zeigen konnten gehört 
auch Conductin selbst zu diesen Genen (vergl. Kapitel 2.8 und Lustig, Jerchow et al., 
2002; eine umfassende und regelmäßig ergänzte Liste aller bekannten Wnt-Zielgene 
findet sich bei Nusse, 2002). 
Den beschriebenen Mechanismen der Zielgenaktivierung können zwei Proteine 
entgegenwirken, deren Aktivität anscheinen unabhängig vom kanonischen Wnt-
Signalweg reguliert wird. So ist ICAT als Faktor beschrieben worden, der an β-
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Catenin bindet und damit dessen Interaktion mit LEF/TCF-Transkriptionsfaktoren 
verhindert (Tago et al., 2000). Daneben wird NLK möglicherweise durch den 
Calcium-Signalweg via TAK1 durch Phosphorylierung aktiviert, um dann ebenfalls der 
Bindung von β-Catenin an die Transkriptionsfaktoren entgegenzuwirken (Ishitani et 
al., 1999). 
Zusammenfassend zeigt sich, dass der Wnt-Signalweg auch in seinem letzten Schritt, 
der Aktivierung von Zielgenen, durch ein komplexes Netzwerk aus Aktivatoren und 
Repressoren straff reguliert wird. Dabei wird die Transkription spezifischer Zielgene 
abhängig vom Kontext wahrscheinlich noch durch weitere Faktoren beeinflusst. So 
bindet beispielsweise Smad4, welches zuvor als Signalkomponente des Bmp/Nodal-
Signalwegs beschrieben wurde, an LEF/TCF und könnte dadurch bewirken, dass nur 
bestimmte Untergruppen von Zielgenen aktiviert werden (Nishita et al., 2000). In 
ähnlicher Weise könnten weitere, bislang unbekannte Faktoren die Spezifität der 
LEF/TCF-Transkriptionsfaktoren so modulieren, dass andere Untergruppen von 
Zielgenen transkribiert werden. 
1.4 Der Wnt-Signalweg in der Tumorentstehung 
Wie zahlreiche Beispiele zeigen, kann die konstitutive Aktivierung des Wnt-
Signalwegs zur Entstehung von Krebs führen. So wurde Wnt1 selbst erstmals unter 
dem Namen Int-1 als Onkogen beschrieben (Nusse et al., 1984; Nusse and Varmus, 
1982; van Ooyen and Nusse, 1984). Mechanistisch liegt der onkogenen Aktivierung 
des Signalwegs immer eine konstitutive Stabilisierung von freiem β-Catenin 
zugrunde. Dies wird in den meisten Fällen dadurch erreicht, dass eine Komponente 
des β-Catenin-Abbaukomplexes mutiert ist. Häufig liegen auch Mutationen in den 
regulatorischen Sequenzen von β-Catenin selbst vor. In beiden Fällen bewirken die 
Mutationen, dass β-Catenin nicht phosphoryliert wird. Dadurch wird es nicht durch β-
TrCP erkannt, also auch nicht ubiquitinyliert und abgebaut und reichert sich in der 
Zelle an. Freies β-Catenin geht dann wie weiter oben beschrieben in den Zellkern und 
aktiviert zusammen mit LEF/TCF-Transkriptionsfaktoren Wnt-Zielgene. 
APC stellt den Prototypen eines Tumorsuppressorgens dar, dessen Mutation den 
Wnt-Signalweg mit der Entstehung von Darmkrebs in Verbindung gebracht hat. So 
wurden sowohl bei der erblichen familiären adenomatösen Polyposie (FAP), als auch 
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bei rund 80% aller spontanen Darmkrebsfälle, Mutationen im APC-Gen, gefolgt von 
einem Verlust des wildtypischen APC-Allels (loss of heterozygosity, LOH), identifiziert 
(Kinzler et al., 1991; Miyaki et al., 1994; Miyoshi et al., 1992; Nagase and Nakamura, 
1993). Sämtliche bislang in Verbindung mit Krebsfällen identifizierte APC-Mutationen 
führen zu verkürzten Transkripten und stehen im Zusammenhang mit einer 
Stabilisierung von freiem β-Catenin (Munemitsu et al., 1995; Rubinfeld et al., 1996). 
Interessanterweise kodieren die verkürzten Transkripte alle für ein APC-Protein, 
welchem die drei von uns beschriebenen Conductin-Bindungsstellen (SAMP-Repeats; 
Behrens et al., 1998) fehlen. Es ist gezeigt worden, dass ein verkürztes APC-Protein, 
welches kein SAMP-Repeat mehr besitzt, nicht in der Lage ist, den Abbau von β-
Catenin in vitro zu induzieren (von Kries et al., 2000; Kawahara et al., 2000). Die 
Bedeutung der Interaktion von APC mit Conductin/Axin wird auch durch den 
Vergleich der Maus-Modelle Apc1638T und ApcMin deutlich: Das mutierte Allel Apc1638T 
kodiert für ein APC-Protein, welches noch ein SAMP-Repeat besitzt; es entstehen 
keine Tumore (Smits et al., 1999). Dagegen entwickeln sich in der ApcMin-Maus, bei 
der alle SAMP-Repeats deletiert sind, binnen weniger Monate zahlreiche Adenome im 
Darm (daher der Name MIN für Multiple Intestinal Neoplasias; Moser et al., 1995a; 
Su et al., 1992). Zusammengenommen führte dies zu dem Modell, dass APC in dem 
von Conductin/Axin vermittelten Komplex ein essentieller Kofaktor für den Abbau von 
β-Catenin ist, wobei der genaue Wirkungsmechanismus weiter unklar bleibt. 
Wie oben ausgeführt werden rund 80% aller Darmkrebsfälle durch Mutationen in 
APC verursacht. Ein Grossteil der übrigen Fälle ist auf Mutationen in β-Catenin selbst 
zurückzuführen. Dabei betreffen die Mutationen in den meisten Fällen die 
regulatorischen Sequenzen im N-Terminus des Proteins, die für eine 
Phosphorylierung durch CKI oder GSK3β notwendig sind. Fehlen die entsprechenden 
phosphorylierten Reste, so kann β-Catenin von β-TrCP nicht mehr erkannt werden. 
Analog zu APC-Mutationen führt dies zu einer Stabilisierung des zytoplasmatischen β-
Catenin-Pools und einer daraus folgenden konstitutiven Aktivierung von Wnt-
Zielgenen (Morin, 1999; Morin et al., 1997; Rubinfeld et al., 1997; Behrens, 1999; 
Polakis, 2000; Wong et al., 2001). 
Neben APC stellen Conductin und Axin weitere potentielle Tumorsuppressoren im 
Wnt-Signalweg dar. Tatsächlich konnten Axin-Mutationen als Ursache mehrerer Fälle 
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von Darm- und Leberkrebs sowie in Medulloblastomen identifiziert werden. Die 
Stabilisierung von β-Catenin wird dabei meist durch Veränderungen verursacht, die 
die β-Catenin- oder GSK3β-Bindungsstelle des Axin-Proteins betreffen (Shimizu et al., 
2002; Webster et al., 2000; Satoh et al., 2000; Buendia, 2000; Yokota et al., 2002). 
Außerdem wurden Mutationen beschrieben, die zum vollständigen Verlust von Axin 
führen und solche, die die Deletion weiter Bereiche des Amino- oder 
Carboxyterminus von Axin verursachen. Dabei wird den Restproteinen eine 
dominant-negative Wirkung zugesprochen (Dahmen et al., 2001). Conductin-
Mutationen wurden bislang nur in kolorektalen Tumoren mit Defekten in einem DNA-
Reparatursystem, welches den Einbau falscher Basen in neu entstandene DNA-
Stränge korrigiert (mismatch-repair, MMR), identifiziert. Dabei kommt es in den 
beschriebenen Fällen zur Synthese eines verkürzten Conductin-Proteins, welchem die 
DIX-Domäne fehlt und das durch einen dominant-negativen Mechanismus zur 
Stabilisierung von β-Catenin führt (Liu et al., 2000). 
1.5 Der Wnt-Signalweg in der Embryogenese 
Der Wnt-Signalweg zeigt sich evolutionär stark konserviert. Neben den Vertebraten 
hat sich seine essentielle Funktion in embryonalen Musterbildungsprozessen auch in 
der Fruchtfliege Drosophila melanogaster und dem Fadenwurm Caenorhabditis 
elegans gezeigt. Kürzlich wurden auch eine Reihe von Komponenten des Wnt-
Signalwegs im Süßwasserpolypen Hydra identifiziert (Hobmayer et al., 2000). 
In der frühen Embryogenese der Vertebraten ist der Wnt-Signalweg notwendig, um 
die anterior-posteriore Achse zu etablieren. Der Verlust des Wnt-Effektors β-Catenin 
führt dazu, dass der Embryo keine Achse ausbildet. Anteriore Markergene bleiben 
distal exprimiert. In der Folge werden keine Kopf- oder mesodermalen Strukturen 
ausgebildet (Huelsken et al., 2000). In Xenopus und dem Zebrafisch ist die anteriore 
Anreicherung von β-Catenin auf der dorsalen Seite des Embryos der erste Hinweis 
auf die sich bildende Körperachse (Schneider et al., 1996; Larabell et al., 1997). Die 
Funktion zahlreicher Komponenten des Wnt-Signalwegs wurden durch Injektion von 
mRNA in frühe Xenopus-Embryonen untersucht: Die dorsale Injektion von 
antagonistisch wirkenden Signalwegkomponenten verhindert die Ausbildung der 
anterior-posterioren Achse. Dies steht in Analogie zu den Beobachtungen in der 
Einleitung  19 
Maus, in der die Signalübertragung durch β-Catenin offensichtlich essentiell für die 
Genese anteriorer und posteriorer Identität ist. Folgerichtig verursacht die ventrale 
Injektion von Komponenten des Wnt-Signalwegs, die eine Stimulation des 
Signalwegs bewirken, in Xenopus die Entstehung einer sekundären Körperachse 
(Abb. 1.3; Übersicht bei Moon and Kimelman, 1998; Solnica-Krezel, 1999). Ähnliche 
Effekte zeigen sich in der Maus. So bewirkt der Verlust von Axin eine Stabilisierung 
von β-Catenin, die ihrerseits zur Induktion einer sekundären Körperachse führt (Zeng 
et al., 1997). 
 
Abb. 1.3: Schematische Darstellung der mRNA-Injektion in Xenopus-Embryonen. Wird Xenopus-
Embryonen im Vierzellstadium ventral mRNA von Faktoren injiziert, welche den Wnt-Signalweg 
stimulieren, so kommt es zunächst zur Bildung eines zweiten dorsalen Signalzentrums (dorsal 
organizer), das dann die Ausbildung eines sekundären Rumpfes mitsamt des Kopfes steuert. 
 
Nachdem die anterior-posteriore Achse eingerichtet und erstes Mesoderm 
ausgebildet wurde, bekommt der Wnt-Signalweg eine Funktion in der Spezifikation 
posteriorer Identität. Bei der Gastrulation schiebt sich die Prächordalplatte unter das 
Ektoderm. Während das Ektoderm Wnt- und Bmp-Signalmoleküle exprimiert, 
sezerniert die Prächordalplatte Moleküle, die als extrazelluläre Antagonisten der 
beiden Signalwege wirken. Die Inhibition von Wnt durch FrzB, Dkk und Cerberus ist 
dabei für die Ausbildung anteriorer Identität und damit für die Induktion des Kopfes 
zwingend erforderlich (Übersicht bei Niehrs, 1999). So führt die Überexpression von 
Dkk1 in Verbindung mit dominant-negativem Bmp-Rezeptor in Xenopus zur Induktion 
eines zweiten Kopfes (Glinka et al., 1998), während die Abwesenheit von Dkk1 in der 
Maus den Verlust anteriorer Strukturen bewirkt (Mukhopadhyay et al., 2001). Die 
Musterung des Zentralnervensystems wird in der weiteren Entwicklung durch den 
Aufbau eines in kaudale Richtung zunehmenden Gradienten der Expression 
verschiedener Wnt-Liganden erreicht. Dabei unterliegen Wnt- und Bmp-Liganden 
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einer fein regulierten Wechselwirkung mit Antagonisten, die in der Prächordalplatte 
bzw. der Prächordalplatte und dem Chordamesoderm exprimiert werden. 
Wie klassische und gewebsspezifische Geninaktivierungsexperimente in der Maus in 
den letzten Jahren gezeigt haben, behält der Wnt-Signalweg während der gesamten 
Embryogenese in den verschiedensten Geweben seine herausragende Bedeutung. So 
kommt es beispielsweise bei der Inaktivierung von Wnt1 zum Verlust des Mittelhirns 
und des Cerebellums (Mastick et al., 1996; McMahon and Bradley, 1990; McMahon et 
al., 1992; Thomas and Capecchi, 1990; Thomas et al., 1991). Wnt7a-mutierte Tiere 
weisen Defekte in der Reifung von Synapsen im Cerebellum auf (Hall et al., 2000). 
Auch ein dominant-negatives LEF1-Allel verursacht Störungen in der 
Gehirnentwicklung, die zum Fehlen des Hippocampus führen (Galceran et al., 2000). 
Weitere Gewebe, an deren Entwicklung der Wnt-Signalweg beteiligt ist, sind neben 
dem Gehirn beispielsweise die Niere (Stark et al., 1994), die Gliedmaßen (Parr and 
McMahon, 1995), die Haut (Huelsken et al., 2001) und die Lunge (Shu et al., 2002). 
1.6 Der Hedgehog-Signalweg 
Bei meiner Analyse der Conductin und Axin-Funktion während der Embryogenese, 
konnte ich die genetische Interaktion des Wnt-Signalwegs mit dem Sonic Hedgehog-
Signalweg beobachten. Aus diesem Grund soll dieser während Embryo- und 
Organogenese besonders wichtige Signalweg im Folgenden näher vorgestellt 
werden. Seit der Entdeckung des Dorsophila-Homologen Hedgehog (Hh; Nusslein-
Volhard and Wieschaus, 1980) hat sich eine große Zahl von Veröffentlichungen mit 
der Identifizierung und Funktion von Komponenten des Hh-Signalwegs befasst. Viele 
der Studien wurden in Drosophila, eine große Zahl jedoch auch in Zellkultursystemen 
und Vertebraten durchgeführt. Dank dieser Untersuchungen ist unser heutiges 
Modell dieses Signalwegs entstanden, der neben dem Wnt-Signalweg wohl einen der 
wichtigsten und komplexesten Signaltransduktionsprozesse in der Embryonal-
entwicklung von der Fruchtfliege bis hin zum Menschen darstellt (für eine 
umfassende Übersicht siehe Ingham and McMahon, 2001). 
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung des Shh-Signalwegs. Die dargestellten molekularen 
Komponenten und Regelmechanismen sind im Text im Detail beschrieben (Schema entnommen aus 
Marti and Bovolenta, 2002) 
 
Abbildung 1.4 zeigt schematisch die molekularen Komponenten und Prozesse, die 
dem Hh-Signalweg zugrunde liegen. In der Abwesenheit von Hh-Liganden inhibiert 
der Hh-Rezeptor Patched (Ptc) das zur Superfamilie der G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren gehörende Membranprotein Smoothened (Smo), welches 
interessanterweise große Ähnlichkeit zu den Wnt-Rezeptoren aus der Frizzled-Familie 
aufweist (Nakano et al., 1989; Alcedo et al., 1996; Chen and Struhl, 1996; Stone et 
al., 1996; Chen and Struhl, 1998; Murone et al., 1999; Hooper and Scott, 1989). 
Weder der durch Ptc vermittelte Inhibitionsmechanismus, noch die Frage, ob die 
Signalübertragung durch Smo tatsächlich über G-Proteine vermittelt wird, konnten 
bisher eindeutig geklärt werden. Es wird jedoch ein katalytischer Mechanismus 
vorgeschlagen, der die Inhibition von Smo durch Ptc vermittelt (Taipale et al., 2002; 
verschiedene mögliche Mechanismen werden bei Nybakken and Perrimon, 2002 
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diskutiert). In Säugern stellen drei homologe Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren, Gli1-
3 (Drosophila Cubitus interruptus, Ci; Orenic et al., 1990; Kinzler et al., 1987; Hui et 
al., 1994; Walterhouse et al., 1993; Ruppert et al., 1990; Kinzler and Vogelstein, 
1990; Ruppert et al., 1988; Kinzler et al., 1988), diejenigen Komponenten dar, durch 
die das Hh-Signal interpretiert wird. Dabei wirken Gli1 und 2 in der Regel als 
Aktivatoren, während Gli3 meist als Repressor von Hh-spezifischen Zielgenen wirkt 
(Altaba, 1998; Aza-Blanc et al., 2000; von Mering and Basler, 1999). Gli1 und Gli3 
stellen selbst Zielgene des Hh-Signalwegs dar, wobei die Gli1-Expression durch den 
Signalweg stimuliert und die Gli3-Expression unterdrückt wird (Lee et al., 1997; 
Marigo et al., 1996a). Solange Smo durch Ptc inhibiert wird, werden die Gli-Proteine 
durch Protein Kinase A (PKA) phosphoryliert (Chen et al., 1999a; Price and Kalderon, 
1999; Wang et al., 1999). Analog zum Wnt-Signalweg werden Ci/Gli-Proteine 
außerdem durch GSK3β und CKI phosphoryliert (Jia et al., 2002; Price and Kalderon, 
2002). In Drosophila wird das phosphorylierte Gli-Homologe Ci über seine Bindung 
an Costal2 (Cos2; Forbes et al., 1993) an Mikrotubuli verankert (Robbins et al., 1997; 
Wang et al., 2000). Obwohl Vertebraten kein Cos2-Homolog besitzen, wird eine 
Assoziation der Ci-Homologen Gli1-3 mit Mikrotubuli diskutiert, die jedoch bislang 
nicht nachgewiesen werden konnte (Ruiz et al., 2002; Marti and Bovolenta, 2002). 
Phosphoryliertes Gli2 und Gli3 wird proteolytisch gespalten. Aus der Spaltung gehen 
aminoterminale Fragmente hervor, die die Expression von Hh-Zielgenen 
unterdrücken können (Altaba, 1999; Dai et al., 1999; Karlstrom et al., 1999; Sasaki 
et al., 1999). Bemerkenswert ist, dass das phosphorylierte Drosophila-Homologe Ci 
genauso wie Arm durch Slimb erkannt und der Spaltung im Proteasom zugeführt 
wird (die durch den SCFSlimb-Komplex vermittelte Prozessierung von Ci wird bei Jiang, 
2002 im Detail diskutiert). Ob Gli-Proteine auch wie β-Catenin von β-TrCP gebunden 
werden, ist dagegen unbekannt. Posttranslationale Modifikationen von Gli1 wurden 
bisher nicht beschrieben. Eine weitere Ebene der negativen Regulation erfährt der 
Signalweg durch die Bindung von Suppressor of Fused (Su[Fu]) an Ci/Gli-
Transkriptionsfaktoren. Dabei wirkt Su(Fu) anscheinend als transkriptioneller 
Korepressor, indem es über seine Bindung an SAP18 Histon-Deacetylasen rekrutiert 
(Pearse et al., 1999; Cheng and Bishop, 2002). 
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Mensch und Maus besitzen die drei Hh-Proteine, Sonic, Indian und Desert Hedgehog 
(Shh, Ihh, Dhh; Echelard et al., 1993). Während der Embryogenese synthetisieren 
Zellen verschiedener Signalzentren zu spezifischen Zeiten Hh-Vorläuferproteine 
(Bumcrot et al., 1995; Lee et al., 1994). Das Vorläufer-Protein erfährt zunächst eine 
durch den eigenen C-Terminus katalysierte, über ein Thioester-Intermediat 
verlaufende autoproteolytische Spaltung. Dabei unterliegt das Intermediat einem 
nukleophilen Angriff durch Cholesterin, aus dem das N-terminale Fragment mit einem 
carboxyterminal kovalent verknüpften Cholesterin-Rest als signalaktiver Hh-Ligand 
hervorgeht (Porter et al., 1996). Zusätzlich vermittelt die Acetyltransferase sightless 
(sit, auch bekannt unter den Namen skinny hedgehog [ski], rasp und central missing 
[cmn]) die Palmitoylierung des ersten Cysteinrests am Aminoterminus des Hh-
Liganden (Pepinsky et al., 1998; Amanai and Jiang, 2001; Chamoun et al., 2001; Lee 
and Treisman, 2001; Micchelli et al., 2002). Die Funktion der N- und C-terminalen 
Fettsäure- bzw. Sterolmodifikationen bleibt nach wie vor weitgehend unklar. So ist 
zwar von einer reduzierten Signalaktivität unmodifizierter Liganden berichtet worden 
(Pepinsky et al., 1998; Chamoun et al., 2001; Lee and Treisman, 2001). Den 
Modifikationen ist jedoch auch eine mögliche Rolle beim interzellulären Transport und 
bei der Einbindung der Liganden in so genannte „membrane rafts“ zugesprochen 
worden (Taylor et al., 1993; Tabata and Kornberg, 1994; Lewis et al., 2001; Zeng et 
al., 2001). Die Signalübertragung durch Hh-Liganden verläuft zunächst über deren 
Bindung an Ptc-Rezeptoren (Chen and Struhl, 1996; Chen and Struhl, 1998; Stone et 
al., 1996). Dabei fungieren Heparansuflfat-Proteoglykane (HSPG; Bellaiche et al., 
1998; The et al., 1999) und möglicherweise auch Megalin als Korezeptoren. 
Interessanterweise ist Megalin als Mitglied der LDL-Rezeptor Superfamilie verwandt 
mit LRP5 und 6, die Korezeptoren des Wnt-Signals darstellen (Christensen and Birn, 
2002). In Vertebraten stellen Hedgehog-interagierendes Protein 1 (HIP1; Chuang 
and McMahon, 1999) und ein Faktor mit dem Namen Growth Arrest Specific 1 (GAS1; 
Lee et al., 2001) weitere Interaktionspartner von Hh-Liganden an der Zelloberfläche 
dar, die jedoch der Weiterleitung des Signals entgegenwirken. Durch die Bindung 
von Hh-Liganden an Ptc wird auf bisher ungeklärte Weise die Ptc-vermittelte 
Inhibition von Smo aufgehoben. Durch einen unbekannten Mechanismus wird das 
Signal von Smo intrazellulär weitergeleitet. Dabei wird wahrscheinlich abhängig von 
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der Konzentration des Liganden die Phosphorylierung von Gli-Proteinen eingestellt 
und die Serin/Threonin-Kinase Fused (Preat et al., 1990) aktiviert, welche durch 
Phosphorylierung von Cos2 möglicherweise die Ablösung der Transkriptionsfaktoren 
von den Mikrotubuli bewirkt (Ascano, Jr. et al., 2002; Nybakken et al., 2002). Dabei 
wird mit der Unterdrückung der Gli-Phosphorylierung die Neuentstehung von 
repressiv wirkenden Gli-Fragmenten durch Proteolyse inhibiert. Dissoziation von den 
Mikrotubuli erlaubt es Ci/Gli-Transkriptionsfaktoren dann in den Kern einzutreten und 
die Transkription spezifischer Zielgene zu initiieren. Letzteres geschieht zusammen 
mit Koaktivatoren wie beispielsweise CBP (Akimaru et al., 1997; Dai et al., 1999). 
Auch die Beteiligung von Modifikatoren, welche kontextabhängig zur Expression 
unterschiedlicher Zielgene führen, ist diskutiert worden (Ingham and McMahon, 
2001; Ruiz et al., 2002). 
Eine weitere Stufe der Komplexität erhält der Hh-Signalweg durch die Tatsache, dass 
sowohl negativ wie auch positiv wirkende Signalkomponenten selbst Zielgene des 
Signalwegs sind oder in ihrer Expression durch den Signalweg unterdrückt werden. 
So wirkt beispielsweise die Expression von Ptc als Zielgen inhibitorisch auf den 
Signalweg (Hepker et al., 1997; Marigo and Tabin, 1996; Marigo et al., 1996b). Ein 
weiteres Zielgen ist Hip1, das für ein Membran-Glykoprotein kodiert, welches mit 
ähnlicher Affinität wie Ptc an Hh-Liganden bindet und dadurch die Signalübertragung 
durch den Liganden verhindert (Chuang and McMahon, 1999). Positive 
Rückkopplungsmechanismen werden durch die Induktion der Gli1- sowie durch die 
Repression der Gli3-Expression durch den Hh-Signalweg etabliert (Lee et al., 1997; 
Marigo et al., 1996a). Gli3 wirkt dagegen nicht nur repressiv auf die Expression von 
Hh-Zielgenen, sondern auch auf die Expression von Shh selbst (Masuya et al., 1995; 
Altaba, 1998). 
1.7 Die Ausbildung des Telenzephalons 
Wie ich in meiner Arbeit zeige, kommt es bei der Maus durch den gemeinsamen 
Verlust von Conductin und einem Axin-Allel zu Missbildungen des Vorderhirns und 
dort vor allem zu Fehlbildungen des Telenzephalons. Die Struktur des Telenzephalons 
oder Endhirns bildet sich während der Embryogenese durch die paarige Ausstülpung 
zweier Vesikel aus dem primitiven Vorderhirn (Prosenzephalon). Es stellt den Bereich 
Einleitung  25 
höchster Komplexität im Zentralnervensystem der Vertebraten dar und ist beim 
Menschen der Sitz des Bewusstseins, des Erkenntnisvermögens, der Sprache, der 
Bewegungskontrolle und der Emotionen. Obwohl sich die Morphologie des adulten 
Telenzephalons verschiedener Vertebraten stark unterscheidet, ist der grundsätzliche 
strukturelle Aufbau während der Embryonalentwicklung konserviert. Dabei hat sich 
gezeigt, dass das Zusammenspiel unterschiedlicher Gewebe und Signalwege an der 
Induktion des Telenzephalons und seiner anschließenden dorso-ventralen 
Strukturierung beteiligt ist (Übersichtsartikel von Wilson and Rubenstein, 2000). 
Der erste essentielle Schritt auf dem Weg zur Ausbildung des Telenzephalons ist die 
Spezifizierung anterioren neuralen Charakters am rostralen Rand der embryonalen 
Neuralplatte (Rubenstein et al., 1998; Varga et al., 1999; Inoue et al., 2000; 
Whitlock and Westerfield, 2000). Bei diesem Prozess, der auch als Kopfinduktion 
beschrieben wird, muss zunächst die Signalübertragung durch den Wnt- und Bmp-
Signalweg inhibiert werden (vergl. Kapitel 1.5). Zusätzlich ist auch der Nodal/Activin-
Signalweg mit der Entwicklung des Kopfes in Zusammenhang gebracht worden. Es 
bleibt jedoch weiter unklar, in welcher Weise dieser Signalweg reguliert werden 
muss, damit anteriore Strukturen entstehen können (Piccolo et al., 1999; Varlet et 
al., 1997). 
Grundsätzlich scheinen diejenigen Faktoren, die zur Ausbildung des Vorderhirns 
führen, eine negative regulatorische Wirkung auf Signale auszuüben, die der 
anterioren Neuralplatte andernfalls posterioren Charakter verleihen würden. In 
Säugern ist möglicherweise das anteriore viszerale Endoderm (AVE) das Zentrum, 
aus welchem die der Posteriorisierung entgegenwirkenden Signale hervorgehen. So 
führt die Mutation von Genen, die notwendig für die Ausbildung des AVE sind, in der 
Maus zu Defekten in anterioren Strukturen und zum Verlust des Telenzephalons 
(Knoetgen et al., 1999; Perea-Gomez et al., 2001). 
Anschließend an die Spezifizierung anterioren neuralen Charakters kommt den Zellen 
am rostralen Rand der anterioren Neuralplatte (engl. Anterior Neural Ridge, ANR) 
eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung des Telenzephalons zu (Shimamura 
and Rubenstein, 1997; Houart et al., 1998). Explantierte Neuralplatten verlieren 
beispielsweise nach dem Entfernen des ANR die Fähigkeit, die Expression des 
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Telenzephalon-spezifischen Markergens Bf1 zu induzieren. In diesem Zusammenhang 
wird eine Funktion des ANR als Signalzentrum diskutiert, welches die Unterteilung 
der anterioren Neuralplatte in verschiedene Territorien reguliert, aus denen während 
der weiteren Entwicklung des Vorderhirns das Telenzephalon sowie das Dienzephalon 
und optische Strukturen entstehen (Wilson and Rubenstein, 2000). Tatsächlich 
konnten vor allem in Geninaktivierungs- und Überexpressionsexperimenten in der 
Maus bzw. in Xenopus und dem Zebrafisch mehrere Homeoboxgene identifiziert 
werden, die an der Musterbildung innerhalb der anterioren Neuralplatte und der 
nachfolgenden Ausbildung der genannten Strukturen beteiligt sind. Als Beispiele 
hierfür können Hesx1/Anf-1 (Dattani et al., 1998; Ermakova et al., 1999), Rx 
(Andreazzoli et al., 1999), Six3 (Oliver et al., 1995; Kobayashi et al., 1998) und Pax6 
(Hogan et al., 1986; Chow et al., 1999) gelten. 
Nachdem anterior-posteriorer Charakter spezifiziert und die Neuralplatte strukturiert 
worden ist, kommt es in einem komplizierten Prozess, der als Neurulation bezeichnet 
wird, zur Auffaltung des ursprünglichen Neuralgewebes (Abb. 1.5; Übersicht bei 
Puelles, 2001). Das dabei entstehende Neuralrohr wird in dorso-ventraler Richtung in 
Dachplatte (roof plate, RP), alare Platte (AP), Basalplatte (BP) und Bodenplatte (floor 
plate, FP) unterteilt. Hat sich das Neuralrohr dorsal geschlossen, so beginnt die 
Ausstülpung des Telenzephalons und der Augen aus der alaren Platte. Gleichzeitig 
wird das Vorderhirn in sekundäres Prosenzephalon und Dienzephalon unterteilt. Im 
weiteren Verlauf der Entwicklung entstehen im Dienzephalon und sekundären 
Prosenzephalon die Prosomere p1-6. Zur selben Zeit nimmt das Telenzephalon weiter 
an Größe und Struktur zu. Hierbei entstehen auch der Streifenkörper, der sich weiter 
in den lateralen und medialen Streifenkörper (laterales und mediales Striatum, LS 
bzw. MS) unterteilt sowie die weiter ventral gelegene anteriore entopedunkulare 
Zone (AEZ). Diese Strukturen entstehen als Antwort auf dorso-ventrale Muster-
bildungsprozesse. In der weiteren Entwicklung bilden sich hier Vorläufer neuronaler 
Zellpopulationen aus, die später eine Migrationsbewegung in ihr jeweiliges 
Zielgewebe antreten. Gleichzeitig scheinen die genannten Strukturen selbst 
Signalzentren darzustellen, die an der weiteren Strukturierung des sich 
entwickelnden Telenzephalons beteiligt sind (Wilson and Rubenstein, 2000; Spassky 
et al., 2001). 
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Wie beschrieben stehen anterior-posteriore Musterbildungsprozesse im Mittelpunkt 
der frühen Gehirnentwicklung bis hin zum Prosenzephalon. Die weitere Entwicklung 
des Gehirns wird dagegen weitgehend durch eine dorso-ventrale Strukturierung 
bestimmt, die zur Ausbildung spezifischer Strukturen aus dem primitiven Vorderhirn 
führt. Dabei gilt Shh als einer der entscheidenden Faktoren in der weiteren 
Entwicklung des Telenzephalons und spielt eine wichtige, im Detail jedoch noch nicht 
verstandene Rolle als Morphogen sowie in der Kontrolle von Proliferation und 
Differenzierung verschiedener Zellpopulationen. Defekte in der Entwicklung des 
ventralen Telenzephalons, welche auf eine Deregulation des Shh-Signalwegs 
zurückzuführen sind, wurden bei Mäusen und Fischen, aber auch beim Menschen 
beschrieben (vergl. Kapitel 1.8). Bis heute bleibt allerdings zu großen Teilen unklar, 
zu welchem Zeitpunkt, an welcher Stelle und in welcher Weise Shh für die 
Ausbildung des Telenzephalons benötigt wird. 
Während die Aktivierung des Shh-Signalwegs essentiell für die Entwicklung des 
ventralen Telenzephalons zu sein scheint, vermittelt Gli3 anscheinend eine 
Repression des Signalwegs, wodurch die Entstehung dorsaler Strukturen 
gewährleistet wird. So zeigen Gli3-mutierte Mäuse im Vorderhirn den Verlust von 
dorsalen Markergenen und Strukturen (Theil et al., 1999; Tole et al., 2000). 
Vermittelt durch die lokal unterschiedlich starke Aktivierung bzw. Repression des 
Shh-Signalwegs kommt es anscheinend zur Expression verschiedener Homeobox-
gene, die für die Musterbildung im entstehenden Telenzephalons verantwortlich sind. 
Dabei induzieren beispielsweise Emx2 und Pax6 einander entgegen gesetzte 
Prozesse und können in ihrem Zusammenspiel spezifischen Strukturen im dorsalen 
Telenzephalon regionale Identität verleihen (Bishop et al., 2000). 
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Abb. 1.5: Schematische Darstellung der Entstehung des Telenzephalons. (a) Während der 
Neurulation kommt es zu einer Deformation der Neuralplatte, bei der laterale Bereiche in dorsaler 
Richtung (Pfeile in a) aufgefaltet werden. (b) Durch die Auffaltung der Neuralplatte entsteht das 
Neuralrohr. (c) Nachdem sich das Neuralrohr im Vorderhirnbereich dorsal geschlossen hat, beginnt die 
Ausstülpung des Telenzephalons (Tel) und der Augen aus der alaren Platte (AP). (d) Seitenansicht des 
Neuralrohrs. Mit dem Beginn der Ausstülpung des Telenzephalons findet gleichzeitig die Unterteilung 
des Vorderhirns in Dienzephalon (D) und sekundäres Prosenzephalon (SP) statt. (e) Während der 
weiteren Entwicklung nimmt das Telenzephalon an Größe zu und entwickelt spezifische Substrukturen. 
Das Di- und das sekundäre Prosenzephalon werden in 6 Prosomere unterteilt (p1-6). (f) Schnitt durch 
das Telenzephalon entlang der in (e) dargestellten Ebene. Die im Text benannten Strukturen sind 
gekennzeichnet (AEZ, anteriore entopedunkulare Zone; K, Kortex; LS, lateraler Streifenkörper; MS, 
medialer Streifenkörper). Zum besseren Verständnis der durch die Ausstülpung des Telenzephalons 
verzerrten räumlichen Dimensionen des Vorderhirns, sind die topologischen Relationen durch Pfeile 
gekennzeichnet (D, dorsal; V, ventral; T, tangential; unbeschriftete Pfeile markieren die radiale 
Ausdehnung). Weitere Abkürzungen: BP, Basalplatte; fc, flexura cephalica; FP, Bodenplatte; H, 
Hinterhirn; Is, Isthmus; M, Mittelhirn; NC, Notochord; PP, Prächordalplatte; r, Rhombomer; RP, 
Dachplatte. Darstellungen übernommen aus Puelles, 2001. 
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Neben verschiedenen Homeoboxgenen sind unter anderen auch Transkriptions-
faktoren aus der bHLH-Familie an der Entwicklung des Telenzephalons beteiligt. Für 
Mash1 wird beispielsweise ein Zusammenhang mit dem Shh-Signal diskutiert: So 
könnte die Expression von Mash1 ventrale Zellen erst in die Lage versetzen, das Shh-
Signal zu empfangen; andererseits könnte die Mash1-Expression aber auch mittelbar 
durch Shh induziert werden (Fode et al., 2000). 
Zusätzlich zu ihrer Funktion in der frühen Gehirnentwicklung scheinen sowohl der 
Wnt- wie auch der Bmp-Signalweg eine Rolle in der dorso-ventralen Strukturierung 
des Telenzephalons zu spielen. So führt die Überexpression von Bmp4 und Bmp5 im 
Vorderhirn des Huhns zu ähnlichen Phänotypen, wie sie durch Störungen im Shh-
Signalweg hervorgerufen werden, d.h. zum Verlust ventraler Strukturen (Golden et 
al., 1999). Bislang fehlen zwar detaillierte Untersuchungen über die Beteiligung des 
Wnt-Signalwegs an der späten Entwicklung des Telenzephalons; Fehlbildungen, die 
auf Mutationen in Wnt3a oder LEF1 zurückzuführen sind, legen jedoch eine Funktion 
des Wnt-Signals in der Entwicklung dorsaler Strukturen nahe (siehe auch Kapitel 
1.5). 
Die letzte Entwicklungsstufe in der Ausbildung des Telenzephalons ist die 
Einwanderung verschiedener neuronaler Zelltypen in ihr Zielgewebe. Diverse 
Unterklassen von Neuronen werden vor allem im Striatum aber auch in der 
anterioren entopedunkularen Zone (AEZ) ausgebildet, von wo aus sie in der späten 
Entwicklung des Vorderhirns die Großhirnrinde (Kortex) bevölkern (Abb. 1.5). 
Mutationen, die später zum Verlust bestimmter neuronaler Zellpopulationen führen, 
verursachen häufig schon zu einem frühen Entwicklungszeitpunkt Defekte in 
denjenigen Strukturen, aus denen die Zellen auswandern. So wird beispielsweise in 
Nkx2.1-mutierten Mäusen der mediale Streifenkörper nicht ausgebildet. Dies führt 
später dazu, dass sämtliche cholinergen Neuronen im Telenzephalon fehlen (Sussel 
et al., 1999; Marin et al., 2000). 
Zusammenfassend lässt sich die Entstehung des Telenzephalons auf zwei 
Musterbildungsprozesse während der Embryogenese zurückführen: Zunächst wird die 
Neuralplatte einer anterior-posterioren Strukturierung unterzogen. Am rostralen Ende 
kommt es daraufhin zur Ausbildung des Prosenzephalons. Die Ausstülpung der 
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lateralen Ventrikel des Telenzephalons steht unter der Kontrolle dorso-ventraler 
Musterbildungsprozesse, die gleichzeitig die Entstehung spezifischer Substrukturen, 
wie beispielsweise des lateralen und medialen Striatums, steuern. Diese 
Substrukturen ermöglichen schließlich die Bildung definierter neuronaler 
Zellpopulationen, welche nach Auswanderung in ihre Zielgewebe erst die 
Funktionalität des adulten Neokortex gewährleisten. 
1.8 Holoprosenzephalie 
Mit dem Terminus Holoprosenzephalie (HPE) bezeichnet man die beim Menschen 
häufigste Form angeborener Fehlbildungen des Vorderhirns und des Gesichts. HPE ist 
zurückzuführen auf Mittelliniendefekte des Embryos, die durch fehlerhafte 
Musterbildungsprozesse während der Entwicklung des Vorderhirns verursacht 
werden. In schweren Fällen kommt es zu Defekten bei der Ausstülpung der lateralen 
Ventrikel des Telenzephalons, der Augen und des Riechhirns aus dem 
Prosenzephalon. Die betroffenen Feten verfügen nur über ein einziges zentrales 
Vorderhirnventrikel, zeigen häufig Zyklopie und rüsselartige Nasenrudimente und 
sterben in utero oder kurz nach der Geburt. Man spricht in diesem Fall von alobärer 
HPE. Bei der semilobären HPE werden weniger stark ausgeprägte faziale Defekte 
beobachtet. Die Ventrikel des Telenzephalons sind angelegt, jedoch teilweise 
fusioniert. Daneben wurden Fälle von lobärer HPE beschrieben, die auch als 
Mikroformen der HPE bezeichnet werden. Diese sind charakterisiert durch 
kraniofaziale Anomalien, die nicht unbedingt mit Fehlbildungen des Gehirns 
verbunden sein müssen (Übersicht bei Nanni et al., 2000). 
Es wird geschätzt, dass rund ein Fall von HPE auf 250 Schwangerschaften kommt 
(Matsunaga and Shiota, 1977), dabei weisen von 20000 Lebendgeburten allerdings 
nur ein bis zwei HPE auf (Croen et al., 1996; Roach et al., 1975). Ein Großteil der 
Fälle scheint sporadisch aufzutreten, wobei verschiedene Teratogene für die 
Entstehung von HPE verantwortlich gemacht worden sind (Cohen, Jr. and Shiota, 
2002). Daneben wurden jedoch auch eine Reihe genetischer Ursachen der HPE 
identifiziert, die etwa 15-20% aller HPE-Fälle verursachen. Am besten dokumentiert 
sind in diesem Zusammenhang Mutationen, die den Shh-Signalweg betreffen. So 
finden sich am häufigsten Mutationen im Shh-Gen selbst (Belloni et al., 1996; Nanni 
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et al., 1999; Roessler et al., 1996; Roessler et al., 1997), aber auch in Genen, die für 
Komponenten des Shh-Signalwegs, wie etwa den Rezeptor Ptc (Ming et al., 2002) 
oder Gli-Transkriptionsfaktoren (Ming and Muenke, 2002) kodieren. 
Interessanterweise ist auch für das Teratogen Cyclopamin, welches im Tierversuch 
HPE hervorruft, eine negative Regulation des Shh-Signalwegs nachgewiesen worden 
(Incardona et al., 1998). 
Neben Mitgliedern des Shh-Signalwegs wurden einer Reihe weiterer Gene in 
Verbindung mit HPE gebracht. So sind Mutationen in Zic2 (Brown et al., 2001; Brown 
et al., 1998; Marcorelles et al., 2002), Six3 (Pasquier et al., 2000; Wallis et al., 
1999), TGIF (Chen et al., 2002; Gripp et al., 2000), TDGF1 (Cripto; de la Cruz et al., 
2002) und Fast1 (Ming and Muenke, 2002) in Patienten mit HPE identifiziert worden. 
Außer für das Homeoboxgen Six3 ist für alle anderen Gene, deren Mutation HPE 
auslösen kann, eine Verbindung zum Shh-Signalweg beschrieben worden. Zic-
Transkriptionsfaktoren sind in der Modulation der Expression von Shh-Zielgenen 
impliziert worden (Koyabu et al., 2001; Mizugishi et al., 2001). TGIF, TDGF1 und 
Fast1 sind Komponenten des Nodal-Signalwegs. Im Zebrafisch konnte eine direkte 
Aktivierung der Shh-Transkription durch den Nodal-Signalweg nachgewiesen werden 
(Muller et al., 2000). Sowohl der Verlust des Nodal-Korezeptors TDGF1, des 
Transkriptionsfaktors Fast1 sowie die TGIF-Mutation, die in der Synthese eines 
dominanten Repressors resultiert, könnten daher zu einer Verminderung der 
Transkription von Shh selbst führen. Die daraus resultierende Reduktion des Shh-
Signals wäre dann für die Ausbildung der HPE verantwortlich. Es ist möglich, dass 
Störungen in unterschiedlichen Signalwegen zu morphologisch sehr ähnlichen 
Fehlbildungen führen. Trotzdem spricht vieles dafür, dass der Shh-Signalweg der 
Prozess ist, an dem alle Mechanismen, die zur HPE führen, konvergieren. Der 
entscheidende Schritt, welcher die rostralen Fehlbildungen verursacht, ist damit die 
gestörte Musterbildung im Vorderhirn, die durch die Deregulation von Shh-Zielgenen 
bedingt ist. 
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1.9 Zielsetzung 
Der Verlust von Axin führt zu einer Verdoppelung der primären Körperachse und zum 
Tod des Embryos früh in der Entwicklung. Obwohl Conductin in vitro dieselben 
Funktionen wie Axin ausübt, kann es während der Embryonalentwicklung 
offensichtlich nicht für den Verlust von Axin kompensieren. Ziel der vorliegenden 
Arbeit war es daher, mit Hilfe der homologen Rekombination eine Mutation in den 
Conductin-Lokus einzuführen, die zum Verlust des Conductin-Proteins in der Maus bei 
gleichzeitiger Transkription eines Reportergens unter der Kontrolle des Conductin-
Promotors führt. Dieser genetische Ansatz sollte Aufschluss über die Expression und 
Funktion von Conductin während der Embryogenese geben. Durch die Kreuzung von 
Conductin-, Axin- sowie β-Catenin-mutierten Tieren sollte weiterhin das 
Zusammenspiel der homologen Proteine Conductin und Axin in der Entwicklung der 
Maus analysiert und die beobachteten genetisch bedingten Defekte in den 
kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalweg eingeordnet werden. 
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2 Ergebnisse 
2.1 Deletion des Conductin-Gens durch homologe Rekombination 
in embryonalen Stammzellen 
Durch die Ergebnisse zahlreicher Forschungsgruppen wurde in jüngster Zeit die 
essentielle Bedeutung des kanonischen Wnt-Signalwegs in unterschiedlichen 
Geweben und zu verschiedenen Zeiten der Embryogenese deutlich (vergl. 
Einleitung). Hierbei steht die Stabilität von zytoplasmatischem β-Catenin als 
Überträger des Signals im Mittelpunkt. Die homologen Proteine Conductin und Axin 
stellen die zentrale Komponente derjenigen zellulären Maschinerie dar, die den 
Abbau von β-Catenin in der Zelle induziert. Um die Auswirkungen des Verlusts dieser 
beiden Komponenten in vivo zu untersuchen, habe ich zunächst das Conductin Gen 
in der Maus deletiert und die mutierten Mäuse anschließend mit Mäusen verpaart, die 
eine Mutation auf dem Axin Gen tragen (AxinTg1; Zeng et al., 1997). 
Durch diesen genetischen Ansatz sollte die Funktion von Conductin während der 
Embryogenese untersucht sowie das Zusammenspiel der homologen Proteine 
Conductin und Axin in der Entwicklung charakterisiert werden. So sind die beiden 
Proteine zwar nur zu 45% identisch, zeigen aber in sämtlichen bisher in vitro 
durchgeführten Experimenten gleiches Verhalten. Durch das individuelle und 
kombinierte Ausschalten der beiden Gene kann die Funktion des β-Catenin-
Abbaukomplexes in unterschiedlichem Ausmaß gestört werden. Interessanterweise 
zeigen Embryonen beim Verlust von Axin eine Verdoppelung der anterior-posterioren 
Achse und sterben am Tag 9 der Embryogenese ab (Zeng et al., 1997). APC-mutierte 
Embryonen, deren β-Catenin-Abbaukomplex ebenfalls beeinträchtigt ist, entwickeln 
sich nur bis zum Tag 6,5, wobei der Einfluss der Mutation auf die Achsenbildung 
bislang nicht untersucht wurde (Moser et al., 1995b). 
Zur Deletion des Conductin Gens habe ich die Technik der homologen Rekombination 
in embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) angewandt (Thomas and Capecchi, 1987). 
Hierzu wurde zunächst ein so genannter „targeting“-Vektor auf der Grundlage der 
genomischen Sequenz des Conductin Gens im Bereich des zweiten Exons generiert 
(Abb. 2.1a). Exon 2 enthält das Startkodon für den Beginn der Proteinsynthese und 
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kodiert für knapp ein Drittel des Proteins einschließlich der RGS-Domäne. Der Vektor 
wurde so konstruiert, dass der Großteil der durch Exon 2 kodierten Sequenz 
(entsprechend Aminosäuren 1 bis 266) durch exogene Sequenzen ersetzt wurde. 
Hierbei wurde das für die bakterielle β-Galaktosidase kodierende Gen (lacZ) mit 
vorangestelltem Kernlokalisierungssignal im Leserahmen nach dem Startkodon des 
Conductin Gens eingefügt. Diesem folgt ein Neomycinresistenzgen (neo), welches 
gegen die Leserichtung des Conductin Gens eingesetzt wurde. Am 5’-Ende wurde 
schließlich eine HSV-TK Kassette (kodierend für die Thymidinkinase des Herpes 
Simplex Virus) eingeführt. Der linearisierte „targeting“-Vektor wurde durch 
Elektroporation in ES-Zellen der Linie E14.1 transfiziert. Durch die Selektion mit 
Neomycin und Gancyclovir konnte die Anzahl von Integrationen gegenüber der 
homologen Rekombination minimiert werden. Die genomische DNA Neomycin-
resistenter ES-Zellklone wurde durch Southern Blot auf korrekte homologe 
Rekombination hin untersucht. Durch die in der lacZ-Kassette gelegene EcoRI-
Erkennungsstelle entstand nach Restriktionsverdau ein Fragment, welches um 1,5 kb 
kleiner als das mit der externen Sonde detektierte endogene Fragment ist (Abb. 
2.1b). 
Zwei ES-Zellklone mit heterozygoter Conductin-Mutation wurden in Blastozysten der 
Mauslinie C57Bl/6J injiziert. Die chimären Embryonen wurden in den Uterus von 
scheinschwangeren Ammenmäusen injiziert. Da die ES Zelllinie E14.1 aus weißen 
Mäusen (129/Ola) erstellt wurde und C57Bl/6J schwarzes Fell tragen, ließ sich der 
Chimäritätsgrad der Nachkommen anhand der Fellfarbe abschätzen. Von den 
Ammenmäusen wurden 25 männliche und 8 weibliche Mäuse geboren, die von der 
Fellfarbe her alle als chimär gewertet wurden. Chimäre Männchen wurden mit 
C57Bl/6J-Weibchen verpaart. Genotypisierung der Nachkommen mittels Southern 
Blot oder PCR ergab, dass 8 der Männchen die Conductin-Mutation in der Keimbahn 
trugen und sie somit an die nächste Generation weitergeben konnten. 
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Abb. 2.1: Zielgerichtete Mutagenese von Conductin in der Maus. (a) Schematische Darstellung des 11 
Exone umfassenden wildtypischen Concuctin-Lokus (Con+, der Bereich in der Umgebung der ersten 
beiden Exone ist vergrößert dargestellt), des „targeting“-Vektors und des mutierten Conductin-Allels 
(ConlacZ). Die relative Lokalisation der Exone ist durch schwarze Rechtecke angezeigt. Im „targeting“-
Vektor wurde ein Großteil von Exon 2 deletiert. In den deletierten Bereich wurde im Leserahmen des 
Conductin-Gens nach dem endogenen Startkodon (ATG) das bakterielle β-Galactosidase-Gen (lacZ) 
eingeführt. Ein Neomycinresistenzgen (neo) wurde gegen die Leserichtung des Conductin-Gens 
eingesetzt. Am 3’-Ende der verwendeten Sequenzen wurde eine HSV-TK-Kassette angefügt. Unterhalb 
des mutierten Allels ist der zum Genotypisieren mittels Southern Blot als Sonde verwendete Bereich 
eingezeichnet (ext. Probe). Buchstaben markieren Erkennungsstellen für Restriktionsendonukleasen, E 
EcoRI, N NotI, X XbaI. (b) Southern Blot Analyse von ES-Zell- und Mausschwanz-DNA. Die nach 
EcoRI-Verdau des wildtypischen und des mutierten Allels entstehenden Fragmente von rund 5 kb und 
3,5 kb sind markiert, + Con+, - ConlacZ. (c) PCR-Analyse der aus der Verpaarung zweier heterozygot 
mutierter Mäuse hervorgegangenen Nachkommen. Die in der PCR amplifizierten Banden 
repräsentieren das wildtypische und das mutierte Allel wie eingezeichnet. Mäuse, die die Mutation 
homozygot tragen, sind offensichtlich lebensfähig. 
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2.2 Verlust von Conductin führt zu keinen offensichtlichen 
phänotypischen Veränderungen 
Verpaarung der heterozygot mutierten Tieren untereinander zeigte, dass homozygot 
mutierte Tiere lebensfähig sind (Abb. 2.1c). Um auszuschließen, dass ein trotz der 
eingeführten Mutation vorhandenes Restprotein die wesentlichen Funktionen von 
Conductin weiter erfüllen kann, wurde die Expression von Conductin auf Transkript- 
und Proteinebene untersucht. Es wurde RNA aus den Gehirnen und Protein aus den 
Lebern wildtypischer sowie heterozygot und homozygot mutierter Tiere isoliert. Ein 
Northern Blot mit einer gegen das 3’-Ende der Conductin-mRNA gerichteten Sonde 
zeigt eine Abnahme der Transkriptmenge vom Wildtyp zur heterozygoten Maus (Pfeil 
in Abb. 2.2a); in homozygot mutierten Mäusen ist die entsprechende mRNA 
abwesend. Eine gegen das 5’-Ende gerichtete Sonde zeigt gleichermaßen die 
Abwesenheit des wildtypischen Transkripts bei den homozygot mutierten Mäusen. 
Gleichzeitig erscheint eine kürzere mRNA-Spezies, die der mit dem 5’-Ende der 
Conductin-Sequenz fusionierten β-Galactosidase-Kassette entspricht (Pfeilspitze in 
Abb. 2.2a). Hierbei zeigt sich eine Zunahme der Intensität der Bande vom 
heterozygoten zum homozygoten Tier. Im Western Blot erkennt der gegen Conductin 
gerichtete monoklonale Antikörper C/G7 bei der homozygoten Maus kein Protein 
(Pfeil in Abb. 2.2b). 
Der Verlust von Conductin scheint unter den gegebenen Haltungsbedingungen 
keinen Einfluss auf die Lebensfähigkeit der Tiere zu haben. Eine detaillierte 
Untersuchung der inneren Organe durch einen Pathologen zeigte keine offen-
sichtlichen Fehlbildungen. Auch nach Gabe einer fettreichen und ballaststoffarmen 
Diät, die in unter anderem in APC-mutierten Mäusen zur schnelleren Ausbildung von 
Adenomen im Darm führt (Shivapurkar et al., 1992; Hioki et al., 1997; Mutanen et 
al., 2000), zeigten sich keine Tumorbildung homozygot mutierten Tieren. 
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Abb. 2.2: Abwesenheit von wildtypischer mRNA und wildtypischem Protein in ConlacZ/lacZ-Mäusen. (a) 
Gesamt-RNA-Präparation aus den Gehirnen einer wildtypischen (+/+), einer Con+/lacZ- (+/-) sowie 
einer homozygot mutierten (-/-) Maus. Sowohl eine Sonde vom 3’-Ende als auch vom 5’-Ende der 
Conductin-cDNA detektieren eine Abnahme der Conductin-mRNA vom wildtypischen zum heterozygot 
mutierten Tier (Pfeil). Die wildtypische mRNA-Spezies ist im homozygot mutierten Tier vollständig 
abwesend. Dafür wird mit der 5’-Sonde ein kürzeres Transkript markiert, welches der mit dem 5’-Ende 
von Conductin fusionierten β-Galactosidase entspricht (Pfeilspitze). (b) Protein-Präperation aus den 
Lebern von wildtypischen (wt) und homozygot mutierten (-/-) Tieren sowie aus in vitro mit einem 
Conductin-Expressionsplasmid transfizierten  Neuro2A-Zellen (N2A). Der gegen Conductin gerichtete 
monoklonale Antikörper C/G7 erkennt bei ConlacZ/lacZ-Mäusen kein Protein (Pfeil). 
 
2.3 Verlust eines Axin-Allels führt zu Holoprosenzephalie in 
ConlacZ/lacZ-Mäusen 
Conductin und sein Homologes Axin sind zu 45% identisch. Beide Gene sind in der 
adulten Maus ubiquitär exprimiert (Abb. 2.3a und Zeng et al., 1997). Das hier unter 
der Kontrolle des endogenen Conductin-Promotors eingeführte β-Galactosidase-Gen 
erlaubt den Nachweis der Conductin-Expression durch eine einfache Färbereaktion. 
Die Expression von Conductin beginnt am Tag 6,5 der Embryogenese (Abb. 2.3c) 
und hält über deren ganzen Verlauf hin an (Abb. 2.3b-h). Hierbei zeigt sich 
Expression zunächst nur im posterioren Bereich. Ab E8,5 ist Conductin dann auch im 
Kopf und ab E9,5 ubiquitär exprimiert. Dabei zeigen sich vor allem die apikale 
ektodermale Leiste der Extremitätenknospen, das dorsale Neuralrohr, die 
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Kiemenbögen und der dorsale Rand des Endhirns (Telenzephalon) als Zentren 
starker Expression von Conductin. Im Gegensatz zu Conductin ist Axin schon in 
Blastozysten exprimiert (Zeng et al., 1997). Die durch in situ Hybridisierung 
nachgewiesenen Transkripte zeigen keine Zentren stärkerer Expression, sondern sind 
in gleichmäßiger Weise ubiquitär exprimiert (Abb. 2.3i-k und Zeng et al., 1997). 
Während der Verlust von Conductin zu keinem offensichtlichen Phänotyp führt, 
bewirkt der Verlust von Axin eine Verdoppelung der primären Körperachse und den 
anschließenden Tod der Embryonen am Tag 9 der Entwicklung (Zeng et al., 1997). 
Um das mögliche Zusammenspiel von Conductin und Axin in der Embryogenese zu 
charakterisieren, wurden die von Dr. Costantini, Columbia University, New York, 
freundlicherweise zur Verfügung gestellten Axin-mutierten Mäuse (AxinTg1) mit den 
von mir generierten Conductin-mutierten Tieren verpaart. Dabei tragen AxinTg1-
Mäuse eine Mutation des Axin-Lokus, bei der auf Grund einer Transgen-Insertion bei 
gleichzeitiger Deletion des zweiten Exons Axin nicht exprimiert wird. 
Interessanterweise zeigte sich, dass bei Anwesenheit nur eines Axin-Allels der Verlust 
von Conductin (ConlacZ/lacZ;AxTg1/+) schwere kraniofaziale und Vorderhirn-Defekte 
nach sich zieht (Abb. 2.4). Bei neugeborenen Mäusen (P0) häufig auftretende 
Merkmale sind die Ausbildung von Gaumenspalten (Abb. 2.4c,d) oder eines 
rüsselartigen Gesichts (Abb. 2.4f,g). Daneben kommt es oft zum Verlust eines oder 
beider Augen, einhergehend mit der Abwesenheit der entsprechenden Hemisphäre 
des Telenzephalons (Abb. 2.4d,e und g,h). In der Skelettfärbung zeigen sich deutlich 
unterschiedliche Ausprägungen des Phänotyps: So reichen die skeletalen Defekte von 
unterschiedlich starken Verkürzungen der anterioren Kopfstrukturen (Abb. 2.4j,k) bis 
hin zur Abwesenheit großer Bereiche des kranialen Skeletts (Abb. 2.4l). Im Weiteren 
ist zu beobachten, dass neugeborene ConlacZ/lacZ;AxTg1/+ kleiner sind als ihre 
Geschwister. ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Mäuse sterben meist direkt nach der Geburt. Der 
Grund hierfür ist bislang unklar, ist aber wahrscheinlich sowohl in einer Obstruktion 
der Atemwege, wie auch dem Verlust des Telenzephalons zu suchen. Bisher zeigten 
sich rund 1% der Nachkommen mit dem Genotyp ConlacZ/lacZ;AxTg1/+ als 
überlebensfähig. Erste Beobachtungen deuten darauf hin, dass auch bei diesen 
Mäusen das Gehirn nicht korrekt entwickelt ist. 
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Abb. 2.3: Expression von Conductin und Axin in der Maus. (a) Im Northern Blot zeigt sich ubiquitäre 
Expression von Conductin in der adulten Maus. Dabei findet man besonders starke Expression im 
Gehirn, der Lunge und der Leber. (b) Während der Embryonalentwicklung zeigt der Northern Blot 
starke Expression von Conductin an allen untersuchten Zeitpunkten. (c) Die „whole mount“-Färbung 
auf β-Galactosidase-Aktivität zeigt Conductin-Expression ab E6,5 zunächst posterior. (d,e) An E8 
dehnt sich die Expressionsdomäne weiter anterior aus, und Conductin ist an E8,5 auch im Kopf 
exprimiert. (f,g,h) Ab E9,5 zeigt sich ein ubiquitäres Expressionsmuster, wobei sich mit den apikalen 
ektodermalen Leisten, dem dorsalen Neuralrohr, den Kiemenbögen und dem dorsalen Rand des 
Telenzephalons Bereiche besonders starker Expression herausbilden. (i,j,k) In situ Hybridisierung 
gegen Axin-mRNA zeigt zu allen untersuchten Zeitpunkten eine gleichmäßige, ubiquitäre Expression. 
Die bei ConlacZ/lacZ;AxTg1/+ Mäusen beobachteten phänotypischen Veränderungen 
ähneln der beim Menschen bekannten Fehlbildung der Holoprosenzephalie (HPE). 
Interessanterweise wird auch bei der HPE von unterschiedlicher Ausprägung der 
Missbildungen innerhalb von Familien berichtet (Nanni et al., 2000). So wird 
zwischen der alobären, semilobären und lobären Form der HPE unterschieden, 
welche alle in unterschiedlichem Ausmaß neben dem Vorderhirn auch die 
Entwicklung der Gesichtsstrukturen betreffen. Alle drei HPE-Formen sind bei 
Embryonen des Genotyps ConlacZ/lacZ;AxTg1/+ schon am Tag 12,5 der Entwicklung klar 
zu erkennen. So zeigt Abb. 2.5a einen Fall von alobärer HPE, bei dem eine 
Ausstülpung der beiden lateralen Ventrikel des Telenzephalons aus dem primitiven 
Vorderhirn (Prosenzephalon) nicht stattgefunden hat und sich ein rüsselartiges 
Gesicht entwickelt (vergl. auch Abb. 2.4h). Der Embryo in Abb. 2.5b ist ein Beispiel 
für eine semilobäre HPE: Die beiden Vesikel des Telenzephalons sind deutlich 
sichtbar, jedoch in ihrer Größe reduziert, und sie sind auf der posterioren Seite 
fusioniert. Zusätzlich sind faziale Fehlbildungen zu beobachten. Abb. 2.5c und d 
zeigen unterschiedliche Ausprägungen einer lobären HPE mit weitestgehend normal 
ausgebildetem Telenzephalon. Der Embryo in Abb. 2.5c hat eine starke 
Gaumenspalte, während der in Abb. 2.5d bis auf ein unterentwickeltes rechtes Auge 
von einem wildtypischen Embryo nicht zu unterscheiden ist. 
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Abb. 2.4: ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Mäuse zeigen schwere kraniofaziale Defekte an P0. (a,b,i) Wildtypische 
und (c-h,j-l) ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Mäuse kurz nach der Geburt. (c,d und f,g) Bei neugeborenen Mäusen 
sind schwere Missbildungen im Bereich des Kopfes deutlich zu erkennen. So ist in c eine weite 
Gaumenspalte zu erkennen und das Jungtier verfügt nur über ein Auge auf der linken Seite (d). In 
einigen Fällen fehlen anteriore Strukturen des Gesichts einschließlich der Augen fast vollständig (f,g). 
(e,f) Das Fehlen der Augen korreliert mit dem Fehlen der entsprechenden Hemisphäre des 
Telenzephalons. (i-j) In der Skelettfärbung (Knochen rot, Knorpel blau) wird der Größenunterschied 
zwischen wildtypischen (i) und ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Jungtieren (j-l) deutlich. j-l zeigen unterschiedliche 
Ausprägungen des Phänotyps im Kopfbereich. Der Rest des Körpers erscheint nicht betroffen. 
 
Abb. 2.5: Unterschiedliche Ausprägung des HPE-Phänotyps in ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen am Tag 
12,5 der Entwicklung. (a) Alobäre HPE mit Verlust beider Hemisphären des Telenzephalons, nur 
einem, fast in der Mitte gelegenen Auge und einem rüsselartigen Nasenbereich. (b) Semilobäre HPE. 
Die beiden Vesikel des Telenzephalons sind zwar entwickelt, jedoch kaudal fusioniert. (c,d) Lobäre 
HPE. Beide Embryonen weisen ein äußerlich gesehen normal entwickeltes Telenzephalon auf. Der 
Embryo in c zeigt jedoch eine stark ausgeprägte Gaumenspalte, während der Embryo in d bis auf das 
fehlentwickelte rechte Auge einem wildtypischen Embryo gleicht. 
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Abb. 2.6: Kopfinduktion verläuft normal in ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen. (a,b,c) Wildtypische und 
(a‘,b‘,c‘) ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen zum Zeitpunkt E8,5. In situ Hybridisierung mit Transkripten von 
Krox20 (färbt Rhombomere 3 und 5) und En1 (färbt Hinterhirn und Rhombomer 1; a,a‘) sowie mit Otx2 
(b,b‘) und Hesx1 (c,c‘; markieren anteriore Strukturen) zeigt normale Expressionsmuster in 
Embryonen mit dem Genotyp ConlacZ/lacZ;AxTg1/+. 
 
2.4 Die initiale Kopfinduktion verläuft normal in ConlacZ/lacZ; AxTg1/+-
Mäusen 
Es ist bekannt, dass bei Vertebraten gleichzeitig der Wnt- und BMP-Signalweg 
inhibiert werden müssen, damit eine korrekte Induktion des Kopfes stattfinden kann 
(vergl. Einleitung). So bewirkt beispielsweise der Verlust des Wnt-Antagonisten 
Dickkopf1 (Dkk1) in der Maus einen Verlust sämtlicher Kopfstrukturen anterior des 
Mittelhirns (Mesenzephalon; Mukhopadhyay et al., 2001). Aus diesem Grund habe ich 
untersucht, ob die Inaktivierung beider Conductin-Allele und eines Axin-Allels die 
Kopfinduktion in der Maus stört. Dazu wurde durch in situ Hybridisierung kurz nach 
der Gastrulation die Lokalisation unterschiedlicher Transkripte untersucht, die 
Aufschluss über die Entwicklung der frühen Kopfstrukturen geben. Die korrekte 
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Expression von En1 im Mesenzephalon und Rhombomer 1 des Hinterhirns 
(Metenzephalon) sowie Krox20 in den Rhombomeren 3 und 5 zeigt, dass die 
Strukturen im posterioren Bereich des Kopfes in ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen normal 
entwickelt sind (Abb. 2.6a,d). Otx2 zeigt ein normales Expressionsmuster im 
Mesenzephalon und Prosenzephalon (Abb. 2.6b,e), und auch Hesx1 ist im 
Prosenzephalon der ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen kurz nach der Induktion des 
Kopfes richtig exprimiert (Abb. 2.6c,f). Die korrekte Expression der untersuchten 
Marker-Gene deutet darauf hin, dass sich die mutierten Embryonen bis zu diesem 
Zeitpunkt normal entwickelt haben. Dies bedeutet gleichzeitig, dass die initiale 
Kopfinduktion in den ConlacZ/lacZ;AxTg1/+ mutierten Embryonen korrekt abläuft. 
2.5 Fehlbildungen des Gehirns beschränken sich auf das 
Vorderhirn 
Im frühen Embryo konnten weder morphologisch noch auf molekularer Ebene 
Unterschiede zwischen wildtypischen und ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen festgestellt 
werden. Aus diesem Grund wurde eine tiefer gehende Analyse von E12,5- und E13-
Embryonen durchgeführt. Hierzu wurden Paraffinschnitte von wildtypischen und 
ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen angefertigt und deren Histologie miteinander 
verglichen. Außerdem wurden mit immuonhistochemischen Methoden Unterschiede 
in der Zellproliferation untersucht sowie die Expression spezifischer Markergene 
analysiert, die Aufschluss über die Regionalisierung der einzelnen Hirnregionen 
geben sollten. 
Das unterschiedliche äußere Erscheinungsbild der verschiedenen ConlacZ/lacZ; AxTg1/+-
Embryonen spiegelt sich auch in der histologischen Analyse wieder. Zur 
Verdeutlichung der beobachteten Defekte wurden Embryonen mit semilobärer HPE 
gewählt. Auf histologischer Ebene wird das Ausmaß der Fehlentwicklung des 
Vorderhirns sowie anderer anteriorer Kopfstrukturen erkennbar. So führt der Schnitt 
entlang der Mittellinie des Kopfes im wildtypischen Embryo durch den Balken (Corpus 
callosum), der sichelförmig den rostralen Abschluss des Zwischenhirns 
(Dienzephalon) bildet. Aus diesem Grund ist keines der beiden lateral zu beiden 
Seiten gelegenen Ventrikel des Telenzephalons sichtbar. Stattdessen ist der 
mesenchymale Anteil des Balkens deutlich zu erkennen (Abb. 2.7a). Durch die Fusion 
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der beiden Ventrikel im ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryo fehlt der Balken jedoch fast 
vollständig. Dem Dienzephalon ist daher ein einziges Vesikel vorgelagert, das ohne 
Unterbrechung von einer Seite des Kopfes zur anderen reicht (Abb. 2.7c). Noch 
deutlicher wird dies in koronalen Schnitten (Abb. 2.8): In der am weitesten rostral 
gelegenen Schnittebene (Abb. 2.8c) ist der medial gelegene Balken in der linken 
Bildhälfte deutlich zu erkennen. Dieser fehlt im ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryo. In einer 
weiter lateral gelegenen Schnittebene wird deutlich, dass der mittlere Streifenkörper 
(Corpus striatum mediale) beim ConlacZ/lacZ;AxTg1/+ Embryo vollständig fehlt (Abb. 
2.7d, vergl. auch Abb. 2.8b,c), wobei dieser in anderen Fällen in Ansätzen vorhanden 
ist (nicht gezeigt). Gut sichtbar ist auch die Missbildung des Nasenbereiches, in dem 
sich keine olfaktorischen Strukturen ausbilden (Abb. 2.7b,d). Insgesamt legen die 
histologischen Beobachtungen nahe, dass sich die Unterschiede zwischen 
wildtypischen und ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen auf den rostralen Bereich des Kopfes 
beschränken (Abb. 2.7 und 2.8a). Insbesondere die Strukturen des Met- und 
Mesenzephalons sind normal entwickelt, aber auch das Dienzephalon scheint in 
weiten Teilen nicht von Fehlbildungen betroffen zu sein. 
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Abb. 2.7: Reduktion von Balken und Streifenkörper sowie Verlust olfaktorischer Strukturen bei 
ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen an E12,5. Sagittalschnitte durch den Kopfbereich eines wildtypischen 
(a,b) und eines ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryos mit semilobärer HPE (c,d). Das mesenchymale Gewebe des 
Balkens ist im ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryo stark reduziert (Pfeile in a,c). Dem dargestellten Embryo 
fehlen der mediale Streifenkörper sowie olfaktorische Strukturen (vergl. normal ausgebildete 
Strukturen beim wildtypischen Embryo in b, Pfeil bzw. Pfeilspitze). 
 
Abb. 2.8: Anteriorer neuroepithelialer Strukturen zeigen geringere Zellproliferation in 
ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen. Vergleich eines wildtypischen (a,b,c, linke Bildhälfte) mit einem 
mutierten Embryo mit semilobärer HPE (a,b,c, rechte Bildhälfte) in drei verschiedenen koronalen 
Schnittebenen. Immunohistochemische Markierung mitotischer Zellen mit einem gegen 
phosphoryliertes Histon H3 gerichteten Kaninchenserum. (a) Keine wesentlichen Unterschiede im 
kaudalen Telenzephalon. (b,c) Deutliche Unterentwicklung des ventral im Telenzephalon gelegenen 
Streifenkörpers. Besonders im Bereich des medialen Streifenkörpers zeigt sich stark reduzierte 
Proliferation im mutierten Embryo (Pfeile in b und c). Dorsal zeigen sich keine wesentlichen 
Unterschiede in der Dicke des Neuroepithels. (c) Die Fusion der Vesikel des Telenzephalons durch den 
Verlust des Balkens ist klar zu erkennen (Pfeilspitzen). 
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Abb. 2.9: Korrekte Unterteilung des Gehirns von ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen in Vorder-, Mittel- und 
Hinterhirn. In situ Hybridisierung auf sagittalen Schnitten durch den Kopfbereich eines wildtypischen 
(a-c) und eines ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryos (a’-c’) an E12,5 zeigt korrekte Expression der Transkripte 
von En1 (a,a’), Otx2 (b,b’) und Fgf8 (c,c’) im sich entwickelnden Gehirn. Das Fehlen der Otx2-
Expression im Bereich der Nase verdeutlicht die Abwesenheit olfaktorischer Strukturen im mutierten 
Embryo (vergl. Pfeil in b). Der reduzierte Abstand zwischen dem ventralen und dem dorsalen Fgf8-
Signal (Pfeile in c,c’) deutet auf einen Verlust von Strukturen in diesem Bereich hin. 
 
Wie die immunohistochemische Markierung mitotischer Zellen mit einem gegen 
phosphoryliertes Histon H3 gerichteten Kaninchenserum am Tag 13 der Entwicklung 
im Kopfbereich zeigt, besitzt der wildtypische Embryo mit dem Streifenkörper einen 
Bereich starker mitotischer Aktivität (Abb. 2.8). Im ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryo sind im 
Bereich des lateralen Streifenkörpers weniger sich teilende Zellen zu beobachten, 
und die proliferative Zone des medialen Streifenkörpers fehlt fast vollständig. Dies 
korreliert auch mit einer verminderten Dicke des Neuroepithels. Dagegen bleibt das 
proliferative Potential in der Grenzschicht zum Vesikel offensichtlich erhalten, und das 
Neuroepithel im dorsalen Bereich ist von normaler Dicke. Auch im 
Gesichtsmesenchym zeigt der ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryo normale mitotische Aktivität. 
Während die verminderte Gehirngröße der ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen 
offensichtlich eine Folge der Abnahme proliferierender Zellen im Vorderhirn ist, 
Ergebnisse  48 
scheint die Abwesenheit fazialer Strukturen nicht auf Unterschiede bei der Zellteilung 
zurückzuführen zu sein. 
Auf molekularer Ebene wurde die Lokalisation verschiedener Transkripte im 
Kopfbereich durch in situ Hybridisierung visualisiert. Dabei markiert En1 einen breiten 
Bereich sowohl rostral als auch caudal der Grenze zwischen Mes- und 
Metenzephalon. Die En1-mRNA erscheint in ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen am Tag 
12,5 der Embryogenese korrekt exprimiert (Abb. 2.9a,a’). Auch dies bestätigt die 
histologischen Beobachtungen, denen zufolge das Gehirn in diesem Bereich normal 
entwickelt ist. Das Homeoboxgen Otx2 ist im Mesenzephalon bis zum Isthmus hin 
normal exprimiert. Im Vorderhirn werden Otx2-Transkripte ventral detektiert (Abb. 
2.9b,b’). Deutlich wird hierbei noch einmal die Abwesenheit olfaktorischer Strukturen, 
die im wildtypischen Embryo Otx2 stark exprimieren. ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen 
zeigen in diesem Bereich dagegen keine Otx2-Expression. Fgf8 zeigt im Kopfbereich 
mehrere Zentren starker Expression. Zum einen wird die Grenze zwischen Mes- und 
Metenzephalon markiert, daneben aber auch der dorsale und der ventrale Bereich 
des Dienzephalons bis hinein in das Infundibulum (Abb. 2.9c,c’). Auch Fgf8 ist in 
ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen richtig exprimiert. Der reduzierte Abstand zwischen 
dem dorsalen und ventralen Signal lässt jedoch den Verlust ventraler Bereiche des 
Dienzephalons erkennen. 
2.6 Verlust der Shh-Expression in der anterioren entopedunkularen 
Zone von ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen 
Shh kodiert für ein Morphogen, das direkt für die dorso-ventrale Musterbildung im 
Zentralnervensystem verantwortlich ist. Mutationen in Shh sind mit dem Auftreten 
von HPE beim Menschen in Zusammenhang gebracht worden (Belloni et al., 1996; 
Nanni et al., 2000; Nanni et al., 1999; Roessler et al., 1996; Wallis and Muenke, 
2000). Aus diesem Grund wurde das Shh-Expressionsmuster von ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-
Embryonen mit dem wildtypischer Embryonen verglichen. Hierbei zeigt sich erstmals 
am Tag 10,5 der Embryonalentwicklung ein lokaler Verlust von Shh (Abb. 2.10a,b). 
Wie die „whole mount“ in situ Hybridisierung von ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen mit 
Shh verdeutlicht, bleibt das wildtypische Expressionsmuster im ventralen Neuralrohr, 
im Notochord und in der Zona limitans interthalami (ZLI) erhalten. Einzig das am 
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weitesten rostral gelegene Shh-Signal in der anterioren entopedunkularen Zone 
(AEZ) geht verloren. Interessanterweise sind in diesem Bereich klassische Zielgene 
des Shh-Signalwegs wie beispielsweise Patched und Hnf3β nicht exprimiert (nicht 
gezeigt). Dies deutet darauf hin, dass Shh-Zielgene in unterschiedlichen Geweben 
verschieden reguliert werden. 
Deutliche Unterschiede zwischen wildtypischen und ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen 
lieferte auch die Analyse der Shh-Expression am Tag 12,5 der Entwicklung (Abb. 
2.10c,d). Während die ventral im Dienzephalon gelegene Expressionsdomäne 
posterior erhalten bleibt, zeigt sich beim mutierten Embryo eine starke Reduktion des 
Shh-Signals in der ventralen Region des anterioren Dienzephalons. 
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Abb. 2.10: Verlust von Shh-Expression im ventralen Vorderhirn von ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen. 
(a,b) „Whole mount“ in situ Hybridisierung mit Shh. Der wildtypische Embryo zeigt starke Expression 
in der anterioren entopedunkularen Zone (AEZ; a, Pfeil). Das Signal fehlt beim mutierten Embryo (b, 
Pfeil). (c,d) In situ Hybridisierung mit Shh auf sagittalen Schnitten durch den Kopf von E12,5 
wildtypischem bzw. ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryo. Im mutierten Embryo ist das ventrale Signal stark 
reduziert (vergl. Pfeile in c und d). 
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2.7 Verlust eines zusätzlichen β-Catenin-Allels mildert die phäno-
typischen Veränderungen der ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Tiere 
Um den Einfluss von β-Catenin auf den HPE-Phänotyp auf genetischer Ebene zu 
untersuchen, wurde die β-Catenin-Menge durch das Einkreuzen eines mutierten 
β-Catein-Allels (Huelsken et al., 2000) in ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Mäuse vermindert. Bei der 
Auswertung der Genotypen der Nachkommen, die bis zum Erwachsenenalter 
überleben, ergibt sich folgende Verteilung: 
Genotyp ConlacZ/lacZ;AxTg1/+;β-Cat+/+ ConlacZ/lacZ;AxTg1/+;β-CatlacZ/+ 
Anzahl Nachkommen Soll1: 32,8 Ist: 3 (9,1%) Soll2: 4,3 Ist: 3 (70%) 
1 Wert ermittelt aus 29 Verpaarungen mit insgesamt 190 Nachkommen. 
2 Wert ermittelt aus 7 Verpaarungen mit insgesamt 48 Nachkommen. 
1,2 Da Embryonen beim vollständigen Verlust von Axin früh in der Entwicklung sterben, 
wurden diese bei der Berechnung des Soll-Wertes ausgeschlossen. 
 
Die Tabelle zeigt, dass über 90% aller Mäuse mit dem Genotyp ConlacZ/lacZ;AxTg1/+ 
nicht lebensfähig sind. Die wenigen Überlebenden wurden bisher noch keiner 
detaillierten Analyse unterzogen. Verpaarungsansätze weisen jedoch darauf hin, dass 
weder männliche noch weibliche Tiere fertil sind. Im Gegensatz dazu überleben 70% 
der ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Tiere, wenn ihnen zusätzlich noch ein β-Catenin-Allel (β-
CatlacZ/+) fehlt. Bislang konnte eines der männlichen Tiere mit dem Genotyp 
ConlacZ/lacZ;AxTg1/+;β-CatlacZ/+ erfolgreich verpaart werden. 
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2.8 Gleichzeitiger Verlust von beiden Conductin- und Axin-Allelen 
führt zum Absterben der Embryonen vor der Gastrulation 
Zur phänotypischen Analyse von Embryonen, denen sowohl Conductin als auch Axin 
fehlt, wurden doppelt heterozygot mutierte Mäuse (ConlacZ/+;AxTg1/+) miteinander 
verpaart. Am Tag 7,5 der Entwicklung konnten nur noch stark deformierte doppelt 
homozygote Embryonen ohne identifizierbare Struktur isoliert werden (nicht gezeigt). 
Am Tag 6,5 der Entwicklung fallen beim Vergleich der mutierten mit normal 
entwickelten Embryonen zunächst die Größenunterschiede ins Auge (Abb. 2.11). So 
bewirkt der Verlust von Axin bei Anwesenheit von Conductin (Genotypen 
ConlacZ/+;AxTg1/Tg1 und Con+/+;AxTg1/Tg1) eine Größenzunahme gegenüber normal 
entwickelten Embryonen. Dagegen sind Embryonen, bei denen alle vier Allele mutiert 
sind (ConlacZ/lacZ;AxTg1/Tg1), kleiner als solche, die sowohl Axin als auch Conductin 
besitzen. Um die Ausbildung der primären Körperachse in Embryonen mit 
unterschiedlichen Genotypen zu untersuchen, wurden Transkripte von Cerberus-like 
(Cer-l) durch in situ Hybridisierung dargestellt. Während Cer-l normalerweise anterior 
exprimiert ist (Abb. 2.10a), zeigen sich bei Verlust von Axin zwei Zentren anteriorer 
Identität (Abb. 2.10b,b’). Offensichtlich bildet sich bei Axin-mutierten Embryonen 
bereits an E6,5 eine sekundäre Körperachse aus. Dagegen zeigen doppelt 
homozygote Embryonen keine Cer-l-Expression (Abb. 2.10c). Während also der 
Verlust von Axin alleine zur Entstehung einer zusätzlichen Achse führt, scheint bei 
gleichzeitigem Verlust von Conductin und Axin die Achsenbildung vollständig inhibiert 
zu sein. 
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Abb. 2.11: Gleichzeitiger Verlust von Conductin und Axin inhibiert die embryonale anterior-posteriore 
Achsenbildung. (a) In situ Hybridisierung mit Cer-l markiert anteriore Identität im wildtypischen Embryo 
an E6,5. (b,b’) Größenzunahme und Ausbildung sekundärer Körperachse beim Verlust von Axin 
(Pfeile in b’, Ansicht in b’ um 90° gegenüber b gedreht). (c) Gleichzeitiger Verlust von Conductin und 
Axin führt zu Wachstumsverzögerung. Die Abwesenheit der Cerl-Expression deutet darauf hin, dass 
sich keine primäre Körperachse entwickelt. 
 
Abb. 2.12: Überexpression von Conductin in Adenomen der ApcMin-Maus. Färbung des Dünndarms 
von  ApcMin/+;ConlacZ/+-Mäusen auf β-Galactosidase-Aktivität. (a) Starke Färbung der Adenome im 
Lumen des longitudinal geöffneten Darms (Pfeile). (b) Paraffinschnitt eines Adenoms zeigt starke 
Färbung im Tumor (Klammer) und schwächere Färbung im Epithel der Krypten nahe der Muskel-
schicht (Pfeil). (c) Färbung früher adenomatöser Läsionen. (d) Vergrößerung der in b mit Pfeil markier-
ten Region. 
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2.9 Analyse der Conductin-lacZ-Expression in intestinalen 
Adenomen APC-mutierter Mäuse 
Eine Reihe von Zelllinien, die aus humanen Tumoren gewonnen wurden, zeigen 
starke Expression von Conductin (Lustig, Jerchow et al., 2002). Insbesondere 
konnten große Conductin-Mengen in Kolonkarzinomzellen mit Mutationen in Genen 
des Wnt-Signalwegs nachgewiesen werden. Um diesen Befund im Tiermodell zu 
bestätigen, wurden ApcMin-Mäuse mit Conductin-mutierten Tieren verpaart. ApcMin-
Mäuse tragen eine Keimbahnmutation im Apc-Gen und gelten als Modellsystem für 
die Entwicklung intestinaler Tumore (Su et al., 1992; Moser et al., 1995a). Wie oben 
beschrieben exprimieren die Conductin-mutierten Mäuse das bakterielle β-Galactosi-
dase-Gen unter der Kontrolle des Conductin-Promotors, was den Nachweis der 
Promotor-Aktivität durch eine einfache Färbereaktion erlaubt. Es wurde der 
Dünndarm von doppelt heterozygoten Tieren im Alter von mindestens sechs Monaten 
präpariert, geöffnet und im gesamten auf β-Galactosidase-Aktivität hin gefärbt. 
Hierbei zeigt sich eine starke tiefblaue Färbung der zahlreichen Adenome, die 
demnach eine robuste Conductin-Expression widerspiegelt (Abb. 2.12a,b). Neben 
dem starken Signal in den Adenomen werden weitere Signale in kleineren Strukturen 
beobachtet, bei denen es sich um frühe adenomatöse Läsionen handelt (Abb. 2.12c). 
Weiterhin zeigen sich Zentren schwacher Expression nahe der den Darm 
umgebenden Muskulatur, die das normale Expressionsmuster von Conductin in den 
Krypten darstellen (Abb. 2.12d). Zusammen mit den weiteren bei Lustig, Jerchow et 
al. beschriebenen Ergebnissen stellt Conductin also ein direktes Zielgen des Wnt-
Signalwegs (Lustig, Jerchow et al., 2002). Das Anschalten einer inhibitorisch 
wirkenden Komponente wie Conductin stellt damit eine negative Rückkopplung 
innerhalb des Signalwegs dar. 
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3 Diskussion 
In meiner Arbeit habe ich durch die Technik der homologen Rekombination eine 
Mutation in den Conductin-Lokus der Maus eingebracht, die zum Verlust der 
Conductin-Expression in homozygoten Tieren führt. Anhand eines dabei unter der 
Kontrolle des endogenen Conductin-Promotors eingebrachten Reportergens war es 
möglich, die Expression von Conductin während der Embryogenese zu untersuchen. 
Homozygot mutierte ConlacZ/lacZ-Tiere sind lebensfähig und zeigen keine 
offensichtlichen phänotypischen Veränderungen. Kreuzungen der Conductin-
mutierten Tiere mit Axin-mutierten Mäusen erlaubte eine detaillierte Analyse der 
genetischen Interaktion der beiden homologen Gene Conductin und Axin: Sind zwei 
Conductin-Allele und ein Axin-Allel mutiert entwickelt sich Holoprosenzephalie, 
welche die beim Menschen häufigste Form angeborener Vorderhirndefekte darstellt. 
Bei intaktem Conductin führt der Verlust von beiden Axin-Allelen, wie bekannt, zur 
Duplikation der anterior-posterioren Körperachse des Embryos. Sind dagegen 
gleichzeitig beide Conductin- und beide Axin-Allele mutiert, so kommt es zu sehr 
früher Letalität am Tag 6 der Embryonalentwicklung, wobei die anterior-posteriore 
Körperachse nicht ausgebildet wird. Die vorgestellten Ergebnisse stellen einen 
Modellfall dafür dar, wie die Funktionen zweier homologer, teilweise redundanter 
Gene mit genetischen Methoden in der Maus untersucht werden können. 
3.1 Holoprosenzephalie in ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Mäusen 
Der kombinierte Verlust von beiden Conductin-Allelen und einem Axin-Allel führt zu 
schweren Missbildungen des Kopfes am Tag 12,5 der Embryogenese. Kraniofaziale 
Defekte und Fehlbildungen des Gehirns werden bei einem Teil der Embryonen bereits 
am Tag 10 der Entwicklung sichtbar. Eine kleine Zahl von Embryonen entwickelt sich 
hingegen weitgehend normal bis zur Geburt, wobei dann jedoch nur sehr wenige 
nach der Geburt überleben. In den meisten Fällen ist die Fehlentwicklung schon an 
E12,5 offensichtlich. Es fällt auf, dass lediglich anteriore Kopfstrukturen der 
Embryonen betroffen sind. Der Rest des Körpers ist zwar kleiner als bei wildtypischen 
Mäusen, erscheint jedoch normal entwickelt. 
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Die Fehlbildungen von ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Mäusen gleichen der auch beim Menschen 
beschriebenen Holoprosenzephalie (HPE). Bei der HPE werden unterschiedlich stark 
ausgeprägte Defekte rostraler Strukturen beschrieben. Dabei reichen die 
Fehlbildungen von leichten Mittellinien-Defekten bis zur Fusion der lateralen Ventrikel 
des Telenzephalons. Diese gehen einher mit der fehlerhaften Ausbildung rostraler 
kraniofazialer Strukturen und der Augen (vergl. Einleitung, Kapitel 1.8). Genauso wie 
bei ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Mäusen kommt es auch beim Menschen nur in besonders 
schweren Fällen zum vollständigen Verlust der Augen und des Telenzephalons. Dabei 
ist das Dienzephalon nur schwach betroffen. 
Beim Menschen sind im Zusammenhang mit HPE diejenigen Mutationen am besten 
charakterisiert, die den Sonic Hedgehog (Shh)-Signalweg betreffen. So tragen zwar 
nur rund 7% aller von HPE betroffenen Patienten eine Shh-Mutation; werden jedoch 
Familien untersucht, bei denen HPE autosomal dominant vererbt wird, so findet sich 
in rund 23% der Fälle eine Mutation im Shh-Gen (Wallis and Muenke, 2000). Dazu 
kommen noch Mutationen im Patched1 (Ptc1)-Gen, welches für den Rezeptor von 
Shh kodiert (Ming et al., 2002) und in Gli2, dem Gen für einen Transkriptionsfaktor 
der Shh-Signalkaskade (Ming and Muenke, 2002). Alle weiteren beschriebenen 
Mutationen lassen sich zumindest theoretisch mit dem Shh-Signalweg in Verbindung 
bringen (vergl. Einleitung, Kapitel 1.8), wenn auch der direkte Zusammenhang 
zwischen der Mutation, dem Shh-Signalweg und dem Auftreten der HPE noch nicht 
auf molekularer Ebene nachgewiesen werden konnte. 
Bislang wurde der Wnt-Signalweg über Mutationen im Zic2-Gen mit HPE in 
Zusammenhang gebracht. Die Zinkfinger Transkriptionsfaktoren Zic1-4 sind homolog 
zu Drosophila Odd-paired (Opa; Aruga et al., 1996a; Aruga et al., 1996b) und zu 
dem Zebrafisch-Gen Odd-paired like (Opl; Grinblat et al., 1998). In Drosophila hat 
Opa die Aufgabe, En und Wg in ihrer Funktion im Hedgehog (Hh)-Signalweg zum 
richtigen Zeitpunkt zu aktivieren (Benedyk et al., 1994). Opa/Opl-Expression wird in 
der Fliege und im Zebrafisch durch Decapentaplegic (Dpp) bzw. BMP4 negativ 
reguliert (Cimbora and Sakonju, 1995; Grinblat et al., 1998). In Xenopus regelt Zic2 
zusammen mit Gli die Differenzierung spezifischer neuraler Zellpopulationen 
(Brewster et al., 1998). Zusammengenommen ist also nur in Drosophila eine 
Verbindung von Wnt/wg zu Zic/opa beschrieben worden. Dazu kommt, dass opa als 
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Aktivator von wg und en beschrieben wurde, im Säuger (Mensch und Maus) jedoch 
der Verlust der Zic2-Funktion als Ursache für HPE identifiziert worden ist (Brown et 
al., 1998; Nagai et al., 2000). Insofern beschreibt die vorliegende Arbeit das erste 
Beispiel für Mutationen, die über eine ektopische Aktivierung des Wnt-Signalwegs 
zum Phänotyp der HPE führen. 
Dagegen besteht bei den hier charakterisierten ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Mäusen ein 
eindeutiger Zusammenhang zwischen der Reduktion der Gerüstproteine Conductin 
und Axin, welche im Wnt-Signalweg wirken und dem Shh-Signalweg. So zeigt sich an 
E10,5 deutlich der Verlust der Shh-Expression in der anterioren entopedunkularen 
Zone (AEZ). Die Tatsache, dass die Bereiche ventraler und dorsaler Fgf8-Expression 
in ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen näher beieinander liegen, als dies in wildtypischen 
Embryonen der Fall ist, weist darauf hin, dass möglicherweise eine Struktur im 
ventralen anterioren Dienzephalon fehlt. Bislang ist jedoch unklar, ob die AEZ selbst 
abwesend ist oder ob dort Shh nicht mehr exprimiert wird. 
Interessanterweise ist die HPE bei ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen verschieden stark 
ausgeprägt. So finden sich Embryonen mit besonders starken Fehlbildungen: Das 
Telenzephalon und die Augen haben sich in der Entwicklung nicht aus dem 
Prosenzephalon ausgestülpt. Die Tiere besitzen daher nur ein einziges, zentrales 
Vorderhirnventrikel. Dies geht einher mit starken fazialen Entwicklungsstörungen. In 
diesem Fall spricht man von einer alobären HPE. Daneben treten Fälle der 
semilobären HPE auf. Hierbei sind die Ventrikel des Telenzephalons angelegt, jedoch 
teilweise fusioniert. Starke faziale Fehlbildungen und unvollständige Entwicklung der 
Augen stehen meist im Zusammenhang mit dieser Form der HPE. Auch Formen der 
lobären HPE sind zu beobachten: Die Mäuse sind weitestgehend normal entwickelt, 
tragen jedoch Defekte in rostralen Mittellinienstrukturen. Wenige dieser Mäuse 
überleben, wurden jedoch bislang nicht im Detail analysiert. Die unterschiedliche 
Ausprägung des Phänotyps bei gleichem Genotyp ist auch bei der HPE des Menschen 
beschrieben worden: In Familien mit Mutationen, die ein Allel des Shh-Gens 
inaktivieren, entwickeln nur 50% der Träger der Mutation HPE. So wurde dieselbe 
Shh-Mutation in Familienmitgliedern mit ausgeprägter HPE (alobäre und semilobäre 
HPE), mit Mikroformen der HPE (lobäre HPE mit subtilen Mittelliniendefekten wie 
beispielsweise zu geringem Augenabstand [Hypotelorismus] oder Verengung der 
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hinteren Nasenöffnung [Choanalstenose]) und bei symptomfreien Familienmit-
gliedern gefunden (Roessler et al., 1996). 
3.2 Entstehung von Oligodendrozyten wird anscheinend durch 
ektopisches Wnt-Signal unterdrückt 
Die anteriore entopedunkulare Zone (AEZ) wurde mit der Genese von 
Oligodendrozyten in Verbindung gebracht. Hierbei handelt es sich um die 
myelinbildenden Zellen des Zentralnervensystems (ZNS). Vorläufer dieser Zellen 
entstehen sowohl im Neuralrohr als auch im Gehirn ab dem Tag 9 der murinen 
Embryonalentwicklung (Spassky et al., 2001). Während die Zellen im Hinter-, Mittel- 
und kaudalen Vorderhirn einen basoventralen Ursprung haben, entwickeln sie sich im 
rostralen Vorderhirn aus der im alaren Bereich gelegenen AEZ. Aus der AEZ wandern 
sie im weiteren Verlauf der Entwicklung in einer tangentialen Bewegung aus, um das 
gesamte Telenzephalon zu bevölkern. Hierbei wandern die Vorläuferzellen im 
Vorderhirn über weite Strecken, während Vorläuferzellen aus weiter kaudal 
gelegenen Regionen in einer radialen Bewegung nur kurze Distanzen überwinden 
(Olivier et al., 2001). Entlang der rostrokaudalen Achse ist die Entwicklung von 
Oligodendrozyten eng mit dem Expressionsmuster von Shh verknüpft. So zeigt sich 
im Gehirn überlappende oder benachbarte Expression des myelin-assozierten Plp-
Gens, welches als Marker-Gen für entstehende Oligodendrozyten gilt. Sowohl Shh 
wie auch Plp sind in der AEZ exprimiert. Werden basale oder rostrale Bereiche des 
Telenzephalons explantiert, so kann die Differenzierung von Oligodendrozyten durch 
blockierende Antikörper gegen Shh inhibiert werden (Spassky et al., 2001). Weiterhin 
konnte eine Beteiligung von Oligodendrozyten an der Entwicklung der Augen 
nachgewiesen werden (Ono et al., 1997). 
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Abb. 3.1: Die Entwicklung von Oligodendrozyten wird durch Shh stimuliert und durch dorsale 
Faktoren inhibiert. Sowohl im Neuralrohr wie auch im Vorderhirn wird die Differenzierung von 
neuralen Stammzellen (NSC) zu Neuro-Oligodendrozyten-Vorläufern (NOP) durch Shh stimuliert. 
Diesem Prozess wirken dorsale Faktoren entgegen. Die mögliche Inhibition von Shh durch den Wnt-
Signalweg ist durch weiße Linien dargestellt (Schema modifiziert nach Spassky et al., 2001). 
 
Zusammengenommen zeigen diese Daten, dass die Expression von Shh essentiell für 
die Entwicklung von Oligodendrozyten ist. Speziell in der AEZ ist die Expression von 
Shh für die Entwicklung des Telenzephalons und der Augen notwendig. Es ist gezeigt 
worden, dass Faktoren, wie unter anderem Shh, aus dem ventralen Neuralrohr die 
Genese von Oligodendrozyten stimulieren. Dagegen wirken Faktoren aus dem 
dorsalen Neuralrohr inhibitorisch auf die Entwicklung von Oligodendrozyten. Dabei 
gehört BMP4 jedoch nicht zu diesen Faktoren (Wada et al., 2000). Wie diese Autoren 
im Weiteren zeigen, bewirken die dorsalisierenden Faktoren eine Abnahme der 
Proliferation im ventralen Bereich. Dies ist ein Effekt, der auch in ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-
Embryonen zu beobachten ist, in denen im ventralen Telenzephalon die 
Proliferationsrate gegenüber wildtypischen Embryonen vermindert ist. Wnt-Liganden 
sind als dorsalisierende Agenzien im ZNS bekannt und auch im dorsalen Neuralrohr 
exprimiert. Sie könnten daher also die gesuchten inhibitorisch wirkenden Faktoren 
sein. Man kann annehmen, dass die Signalmechanismen im Vorderhirn denen im 
Neuralrohr gleichen. Weiterhin könnte in den ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen eine 
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durch den Verlust von drei Allelen der zentralen Gerüstproteine bewirkte lokale 
Überaktivierung des Wnt-Signalwegs stattfinden. Diese Überaktivierung wirkte dann 
als das dorsalisierende Signal. Durch die ektopische Aktivierung von Zielgenen 
würden Mechanismen in Kraft gesetzt, die entweder selbst die Entstehung von 
Oligodendrozyten inhibieren oder die Expression ventraler Gene wie Shh negativ 
regulieren, die für die Entwicklung von Oligodendrozyten notwendig sind (Abb.3.1). 
Dabei würden unterschiedliche Gewebe möglicherweise verschieden auf die erhöhte 
Aktivität von Wnt-Zielgenen reagieren. Während das von einem Axin-Allel 
synthetisierte Axin-Protein im Neuralrohr offensichtlich ausreicht, um die Wnt-
Signalweg-Aktivität unter eine bestimmte Schwelle zu drücken, liegt die 
entsprechende Schwelle im Vorderhirn anscheinend niedriger. Dies könnte 
beispielsweise durch den größeren Abstand zwischen ventralen und dorsalen 
Strukturen im Vorderhirn begründet sein, die ein feineres Reagieren ventraler und 
lateraler Strukturen auf den Wnt-Signalweg nötig machten. Wird nun wiederum die 
Menge an β-Catenin reduziert, ist das System in der Lage, zytoplasmatische β-
Catenin-Mengen richtig einzustellen. Dies wird dadurch belegt, dass der Anteil 
überlebender ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Mäuse viel größer ist, wenn diese zusätzlich ein β-
Catenin-Allel verloren haben (siehe auch nächstes Kapitel). Ein Ansatzpunkt 
zukünftiger Untersuchungen wird demnach das Schicksal von Oligodendrozyten in 
ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen sein. Dabei muss auch geklärt werden, ob die AEZ als 
Signalzentrum abwesend ist oder ob die Struktur zwar ausgebildet, aber kein Shh-
Signal mehr generiert wird. 
3.3 Verlust eines β-Catenin-Allels vermindert HPE-Phänotyp 
Die ektopische Aktivierung des Wnt-Signalwegs oder eine Stabilisierung von 
β-Catenin konnte in den ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen nicht direkt nachgewiesen 
werden (Daten nicht gezeigt). Daher bleibt die Frage offen, ob in ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-
Embryonen tatsächlich der β-Catenin-Abbaukomplex entscheidend gestört ist. Ebenso 
wäre es möglich, dass andere, bisher nicht bekannte Mechanismen, an denen 
Conductin und Axin beteiligt sind, in den mutierten Embryonen dereguliert sind. 
Einen klaren Hinweis auf den Zusammenhang zwischen der HPE der 
ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Mäuse und dem verminderten β-Catenin-Abbau – und damit dem 
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Wnt-Signalweg – liefert ein hier ausgeführtes genetisches Experiment: 
Conductin/Axin-mutierte Tiere wurden mit solchen verpaart, die eine inaktivierende 
Mutation im β-Catenin-Gen tragen (Huelsken et al., 2000). Hierbei zeigt sich, dass 
ein großer Anteil (70%) der ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Mäusen mit einem mutierten β-
Catenin-Allel überlebt, wogegen nur wenige (9,1%) überleben, wenn beide β-
Catenin-Allele intakt sind. Die in der Maus beobachteten Effekte decken sich mit 
Ergebnissen, die bei der Augenentwicklung von Drosophila beschrieben wurden 
(Ahmed et al., 1998): APC ist in Drosophila genauso wie in Vertebraten notwendig, 
um zytoplasmatische Mengen des β-Catenin-Homologen Armadillo (Arm) zu 
regulieren (vergl. Einleitung). Trotzdem können in APC-mutierten Photorezeptorzellen 
der Fliege keine Änderungen in Verteilung und Konzentration von Arm nachgewiesen 
werden. Während aber der Verlust von APC zum Absterben aller Neuronen in allen 
Ommatidien (Einzelaugen) führt, überleben viele Neuronen, wenn ein wildtypisches 
Arm-Allel durch das nicht funktionelle ArmYD35-Allel ersetzt wird (Peifer and 
Wieschaus, 1990; Wieschaus et al., 1984). Den entgegen gesetzten Effekt hat die 
Überexpression von Arm in Photorezeptorzellen, die zu sehr ähnlichen Defekten 
führt, wie der Verlust von APC. 
In Verbindung mit den Daten aus der Fliege zeigt sich, dass die Konzentration von 
freiem β-Catenin in der Zelle maßgeblich für deren Reaktion ist. Anscheinend wird in 
ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen in einem spezifischen Kontext eine falsche zelluläre 
Antwort ausgelöst, die schließlich zum beobachteten Phänotyp führt. Die Ursache 
hierfür scheint das alleinige Vorhandensein eines Axin-Allels zu sein, welches nicht 
ausreicht, um β-Catenin in dem betreffenden Kontext genügend zu reduzieren. Die 
zusätzliche Abwesenheit eines β-Catenin-Allels bewirkt eine grundsätzliche 
Verminderung der β-Catenin-Menge, so dass das verbleibende β-Catenin 
weitestgehend normal durch das eine verbliebene Axin-Allel reguliert werden kann. 
Damit zeigt sich, dass die Defekte der ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Mäuse auf einen 
deregulierten Wnt-Signalweg zurückgehen und nicht in anderen Funktionen von 
Conductin und Axin zu suchen sind. 
Diskussion  62 
3.4 Der ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Phänotyp unterscheidet sich von 
Defekten, die auf fehlerhafter Kopfinduktion beruhen 
In der Literatur finden sich mehrere Beispiele, in denen der Wnt-Signalweg mit 
anterioren Fehlbildungen in Zusammenhang gebracht worden ist. So zeigt die 
Headless-Mutation im Zebrafisch den Verlust der Augen, des Vorderhirns und von 
Teilen des Mittelhirns (Kim et al., 2000). Headless kodiert für das Zebrafisch-
Homologe TCF3, einem Transkriptionsfaktor aus der LEF/TCF-Familie, der zusammen 
mit β-Catenin die Transkription von Wnt-Zielgenen aktivieren kann (Behrens et al., 
1996; Molenaar et al., 1996). Es ist jedoch bekannt, dass TCF zusammen mit 
Groucho und/oder CtBP auch als Repressor wirken kann (Cavallo et al., 1998; Roose 
et al., 1998; Brannon et al., 1999). Kim et al. schlagen vor, dass der Verlust von 
Headless im Fisch zu einer Derepression von Wnt-Zielgenen führt. Die daraus 
resultierende ektopische Aktivierung von Wnt-Zielgenen während der Gastrulation 
würde dann die Kopfinduktion stören, bei der der Wnt-Signalweg inhibiert werden 
muss. Die frühen Störungen in der Kopfentwicklung weisen diese Autoren unter 
anderem mit der reduzierten Expression des anterioren Markers Anf (homolog zu 
Hesx1) und der rostralen Expansion der Engrailed2-Expression nach, welche 
normalerweise die Grenze zwischen Mes- und Metenzephalon (Midbrain-Hindbrain 
Boundary, MHB) markiert. 
Im Gegensatz dazu sind die anterioren Markergene Hesx1 und Otx2 in Mäusen mit 
dem Genotyp ConlacZ/lacZ;AxTg1/+ korrekt exprimiert, und der MHB-Marker Engrailed1 
(En1) zeigt keine rostrale Expansion. Dies bedeutet, dass bei dem in dieser Arbeit 
beschriebenen kraniofazialen Phänotyp, im Gegensatz zur Headless-Mutation, die 
Kopfentwicklung während der Gastrulation korrekt induziert wird. Das heißt 
gleichzeitig, dass die beobachteten Defekte zu einem späteren Entwicklungszeitpunkt 
verursacht werden, und dass die korrekte Regulation des Wnt-Signalwegs nach der 
Induktion des Kopfes weiterhin eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung 
rostraler Strukturen spielt. 
Neben Headless zeigt auch die Masterblind-Mutation im Zebrafisch Störungen bei der 
Kopfinduktion (Heisenberg et al., 2001; van de Water et al., 2001). 
Interessanterweise handelt es sich hierbei um eine Mutation im Zebrafisch Axin-Gen. 
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Dabei ist durch eine Punktmutation das in der GSK3β-Bindugsstelle gelegene 
konservierte Leucin399 zu Glutamin mutiert. Das daraus resultierende mutierte Axin-
Protein kann nicht mehr an GSK3β binden. Damit wirkt es dominant-negativ, in dem 
es die Kinase GSK3β, die essentiell für die Phosphorylierung und den daraus 
folgenden Abbau von β-Catenin ist, aus dem β-Catenin-Abbaukomplex verdrängt. Die 
dadurch verursachte Stabilisierung von zytoplasmatischem β-Catenin bewirkt in der 
Folge eine ektopische Aktivierung von Zielgenen des Wnt-Signalwegs. Aus diesem 
Grund weißt Masterblind einen der Headless-Mutation sehr ähnlichen Phänotyp auf, 
bei dem der Kopf nicht richtig induziert wird. Ganz anders als bei Masterblind wird 
der Phänotyp der ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Mäuse nicht durch eine dominant-negative 
Mutation hervorgerufen. Vielmehr wird hier durch das Ausschalten beider Conductin-
Allele und eines Axin-Allels die Menge des Gerüstproteins so weit vermindert, dass es 
zwar seine Aufgaben in der frühen Embryonalentwicklung und bei der Kopfinduktion 
wahrnehmen kann, zu einem späteren Zeitpunkt jedoch offensichtlich nicht mehr 
ausreicht, um zytoplasmatische β-Catenin-Mengen ausreichend zu kontrollieren. 
Aufgrund der Art der Mutation und der Tatsache, dass der Fisch zudem über zwei 
funktionelle Conductin-Allele verfügt, bilden sich im Masterblind-Fisch und in 
ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Mäusen zwei vollständig unterschiedliche Phänotypen aus, die auf 
einer Fehlregulation des Wnt-Signalwegs zu unterschiedlichen Zeitpunkten in der 
Entwicklung beruhen und damit nicht miteinander vergleichbar sind. 
Eine Analogie zu den Zebrafisch-Mutationen Headless und Masterblind findet sich bei 
der Dickkopf1 (Dkk1)-Mutation: Die vollständige Abwesenheit des Wnt-Inhibitors 
Dkk1 in der Maus bewirkt den Verlust von Kopfstrukturen anterior zum 
Mesenzephalon (Mukhopadhyay et al., 2001). Anscheinend wird in Abwesenheit von 
Dkk1 der Wnt-Signalweg bei der Kopfinduktion nicht inhibiert. Aus diesem Grund 
werden anteriore Strukturen nicht angelegt. Im Vergleich zu ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-
Embryonen an E8,5 fällt auf, dass bei Dkk1-/--Embryonen die Expression des 
anterioren Markers Hesx1 – wie bei der Headless- und Masterblind-Mutation im 
Zebrafisch – vollständig fehlt. Weiterhin ist der Kopf von Dkk1-/--Embryonen bereits 
an E11,5 extrem deformiert und Di- und Telenzephalon sind vollständig abwesend. 
Dagegen besitzen ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Embryonen stets ein Dienzephalon und meist 
auch Reste eines Telenzephalons. 
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3.5 Die Funktion von Conductin in der frühen Embryogenese kann 
von Axin übernommen werden 
Überraschenderweise bewirkt der Verlust von Conductin allein bei der Maus keine 
offensichtliche phänotypische Veränderung. In allen in vitro durchgeführten Experi-
menten konnten bisher keine Unterschiede zwischen Conductin und Axin herausgear-
beitet werden (Behrens, Jerchow et al., 1998; Hart et al., 1998; Ikeda et al., 1998; 
Kawahara et al., 2000; Kishida et al., 1998; Nakamura et al., 1998). Im Weiteren 
zeigt ein Blick auf das Expressionsmuster von Axin eine ubiquitäre Verteilung der 
Transkripte. Schon im Blastozystenstadium sind Axin-Transkripte nachweisbar, und 
die Expression hält während der gesamten Embryogenese und im adulten Tier an 
(Zeng et al., 1997). Dagegen ist Conductin erst ab E6,5 exprimiert, zeigt sich dann 
zunächst posterior, um schließlich ab E9,5 gleichfalls ubiquitär exprimiert zu sein. 
Allerdings ist Axin sehr homogen exprimiert, während Conductin Bereiche 
unterschiedlich starker Expression zeigt. Die funktionelle Redundanz und die 
ubiquitäre Expression ermöglichen es Axin also, die Rolle von Conductin in der 
Entwicklung zu übernehmen. Wie die Fehlentwicklung der Axin-mutierten Embryonen 
zeigt ist das Umgekehrte jedoch nicht der Fall. Es bleibt am Ende also die Frage nach 
dem physiologischen Nutzen von Conductin, d.h. warum es zwei homologe Proteine 
gibt, wenn doch auf eines anscheinend verzichtet werden kann. Dieser Punkt soll 
unten diskutiert werden. 
3.6 In der frühen Embryonalentwicklung kann Conductin die 
Funktion von Axin übernehmen 
Die vollständige Abwesenheit von Conductin und Axin in ConlacZ/lacZ;AxTg1/Tg1-
Embryonen führt früh in der Embryogenese (E6) dazu, dass die Entwicklung 
eingestellt wird. Interessanterweise bilden die Embryonen nicht, wie man bei einer 
frühen Stabilisierung von β-Catenin annehmen könnte, sekundäre Körperachsen aus. 
Wie die Abwesenheit des anterioren Markers Cerberus-like (Cer-l) zeigt, schlägt 
vielmehr die Ausbildung der anterior-posterioren Achse vollständig fehl. Morpholo-
gisch gleichen die Embryonen solchen, die homozygot die ApcMin-Mutation tragen 
(Moser et al., 1995b). Die ApcMin/Min-Embryonen sind bislang allerdings phänotypisch 
nur unzureichend charakterisiert, scheinen aber wie ConlacZ/lacZ;AxTg1/Tg1-Embryonen 
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nach dem Tag 6,5 der Entwicklung zu sterben und sind in diesem Stadium deutlich 
kleiner als wildtypische oder heterozygot mutierte Embryonen aus demselben Wurf. 
In der frühen Embryonalentwicklung vor der Gastrulation kann Conductin 
offensichtlich den Verlust von Axin kompensieren. Bei Anwesenheit von Conductin 
entwickeln sich die Embryonen nämlich über E6,5 hinaus. Dabei führt der Verlust von 
Axin zu einem Ergebnis, das gut zu einer ektopischen Aktivierung des Wnt-
Signalwegs passt: Die Stabilisierung von zytoplasmatischem β-Catenin induziert eine 
sekundäre Körperachse. In ähnlicher Weise ist dies von Xenopus-Embryonen her 
bekannt: Hier induziert die ventrale mRNA-Injektion von Komponenten, die den Wnt-
Signalweg aktivieren, die Ausbildung einer sekundären dorsalen Achse. Dabei kann 
sich im Frosch eine komplette zweite Achse mit Gehirn, Augen etc. entwickeln (Sokol 
et al., 1991; Behrens et al., 1998; De Robertis et al., 2000). Dagegen leiden Axin-
mutierte Maus-Embryonen unter einer Reihe von Fehlbildungen (Perry et al., 1995; 
Zeng et al., 1997). Die sekundäre Achse kann lediglich anhand der Expression von 
Markergenen nachgewiesen werden, und die Embryonen sterben zwischen E8 und 
E10 ab. 
Es ist bemerkenswert, dass Conductin im wildtypischen Embryo vor E6,5 nicht 
exprimiert ist. Dennoch zeigen sich zu diesem Zeitpunkt grundlegende Unterschiede 
im Phänotyp von AxinTg1/Tg1-Embryonen mit und ohne Conductin. Nach dem Verlust 
von Axin kommt es also anscheinend zu einer vorzeitigen Aktivierung der Conductin-
Expression, die es dem frühen Embryo erlaubt, sich über E6,5 hinaus zu entwickeln. 
Dabei kann Conductin jedoch nicht alle Aufgaben von Axin übernehmen, wie die zu 
diesem Zeitpunkt bereits erfolgte Duplizierung der Körperachse veranschaulicht. 
3.7 Conductin als „Rettungsanker“ im Wnt-Signalweg 
Conductin ist in humanen Leber- und Kolontumoren im Vergleich zum umgebenden 
Gewebe stark exprimiert. Auch in Darmtumoren des Modellsystems der 
ApcMinxConductinlacZ-Maus zeigt sich eine extreme Zunahme der Expression des β-
Galactiosidase-Transgens, welches unter der Kontrolle des Conductin-Promotors 
steht. In vitro lässt sich die Expression von Conductin durch eine dominant-negative 
Form von TCF reduzieren, während zugesetzter Wnt-Ligand die Expression von 
Conductin stimuliert. Dieser Stimulation geht eine Stabilisierung von β-Catenin voraus 
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(Lustig, Jerchow et al., 2002). Weiterhin konnten im Conductin-Promotor acht 
LEF/TCF-Bindungsstellen identifiziert werden (Jho et al., 2002). Conductin ist also 
selbst ein Zielgen des Wnt-Signalwegs. 
a b
 
 
Abb. 3.2: Aktivität des Wnt-Signalwegs beim Verlust von Conductin und/oder Axin. (a) Ein extrazellu-
lärer Wnt-Ligand (punktierte Kurve) induziert ein zelluläres Wnt-Signal (durchgezogene Kurve). Beim 
Verlust von Conductin oder einem Axin-Allel vermindert sich die Signalaktivität nach dem Wegfall des 
Wnt-Liganden weniger schnell (blaue Kurve). Fehlt Conductin gemeinsam mit einem Axin-Allel, so 
verlangsamt sich der Abfall des Wnt-Signals nochmals (rote Kurve). Axin-Mengen sind durch die 
gestrichelte Kurve wiedergegeben (schwarz: 2 Allele, blau: 1 Allel). (b) Bei Abwesenheit von Axin 
induziert das Wnt-Signal (durchgezogene Kurve) die Expression von Conductin (gestrichelte Kurve). 
Conductin inhibiert das Signal, wird jedoch bei dessen Abnahme selbst weniger exprimiert. Aktivität 
des Signalwegs und Expression von Conductin pendeln sich auf einem mittleren Wert ein. Dieser ist 
über der Grenze, die für die Induktion einer sekundären Körperachse notwendig ist (punktierte Linie). 
 
Die Möglichkeit des Wnt-Signalwegs, die Expression einer Komponente zu 
stimulieren, die die Signalübertragung dämpft, etabliert einen negativen 
Rückkopplungsmechanismus. Diese negative Rückkopplung könnte dazu dienen, die 
Abnahme der Konzentration extrazellulärer Wnt-Liganden schnell in die Abschaltung 
des Signalwegs umzusetzen: Ist das Signal aktiv, so ist GSK3β inaktiv, β-Catenin wird 
nicht abgebaut, akkumuliert und treibt die Transkription von Zielgenen. Da Conductin 
selbst ein Zielgen ist, reichert es sich in der Zelle an. Solange GSK3β inaktiv ist, führt 
dies jedoch nicht zum Abbau von β-Catenin. Endet das extrazelluläre Wnt-Signal, so 
stehen große Mengen Conductin bereit, die zusammen mit konstanten Axin-Mengen 
den Abbau von β-Catenin induzieren können. Fehlt Conductin, so reicht Axin aus, um 
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β-Catenin schnell genug abzubauen. Fehlt zusätzlich ein Axin-Allel, so wird dem 
Modell zufolge die Aktivität des Signalweges wesentlich langsamer reduziert (Abb. 
3.2a). In der Entwicklung rostraler Strukturen bewirkt diese Deregulation 
offensichtlich den beobachteten Phänotyp der ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Mäuse. 
Früh in der Entwicklung dämpft Conductin bei Abwesenheit von Axin das Wnt-Signal. 
Die Expression von Conductin wird durch den Signalweg induziert, inhibiert das 
Signal, was wiederum zu einer Reduktion in der Conductin-Expression führt. Aktivität 
des Wnt-Signalwegs und Conductin-Expression pendeln sich auf einem mittleren 
Wert ein. Dieser ist niedrig genug, um die Entwicklung des Embryos über Tag 6,5 
hinaus zuzulassen, ist aber so hoch, dass eine sekundäre Körperachse induziert wird 
(Abb. 3.2b). 
Unter den gegebenen Haltungsbedingungen zeigt der Verlust von Conductin keinen 
offensichtlichen Phänotyp. In seiner Funktion innerhalb des negativen 
Rückkopplungsmechanismus ist Conductin dazu in der Lage, ein schnelles Abschalten 
des Wnt-Signalwegs zu gewährleisten. Möglicherweise kann es auch verhindern, dass 
der Signalweg überreagiert. Exogene Einflüsse könnten bewirken, dass eine Zelle 
versehentlich zu stark reagiert. Dann wird neben anderen Zielgenen auch die 
Expression von Conductin verstärkt, welches in der Lage ist, das Signal 
einzudämmen. Tatsächlich zeigt sich in der frühen Embryonalentwicklung beim 
Verlust von Axin das Wirken von Conductin zu einem Zeitpunkt, an dem es im 
wildtypischen Embryo noch nicht exprimiert ist. Wahrscheinlich führt also die durch 
den Verlust von Axin induzierte Überaktivität des Wnt-Signalwegs zur Expression von 
Conductin, welches der Signalaktivität entgegenwirken kann. Beim Verlust von einem 
Axin-Allel entwickelt sich die Maus normal. In Situationen, in denen von einem Allel 
nicht genügend Transkripte generiert werden, um ausreichend Axin-Protein zu 
synthetisieren, springt Conductin ein, um das Wnt-Signal zu inhibieren. Fehlt 
Conductin in diesem Zusammenhang, wird β-Catenin nicht schnell genug abgebaut 
und es kommt zur HPE. 
In freier Natur ist der Organismus in allen Entwicklungsstufen vor andere 
Herausforderungen gestellt, als dies bei der kontrollierten Haltung von Mäusen unter 
Laborbedingungen der Fall ist. Hier verschafft die Anwesenheit der beiden 
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homologen Proteine Conductin und Axin anscheinend einen Überlebensvorteil. 
Worauf dieser beruht konnte jedoch bisher nicht geklärt werden. Die Abwesenheit 
eines offensichtlichen Phänotyps bedeutet weiterhin, dass es möglicherweise sehr 
wohl zu Defekten kommt. Diese konnten von mir bisher nicht identifiziert werden. 
Das Auftreten von HPE in ConlacZ/lacZ;AxTg1/+-Mäusen legt beispielsweise nahe, dass 
vielleicht auch ConlacZ/lacZ-Mäuse subtile neurologische Defekte entwickeln, die mit 
den angewandten Verfahren in Tierexperimenten nicht analysiert werden konnten. 
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4 Material und Methoden 
Alle erwähnten, jedoch nicht näher beschriebenen molekularbiologischen 
Standardmethoden wie z.B. Plasmid-DNA Präparation in analytischem Maßstab, 
Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen, Dephosphorylierung linearisierter 
DNA, Auffüllen überstehender DNA-Enden, Ligation von DNA-Molekülen, 
Transformation von Bakterien, RNA-Präparation, Auftrennung von Nukleinsäuren 
über Agarosegele, Kapillartransfer von Nukleinsäuren auf Nitrozellulosemembranen 
und Hybridisierung von membranfixierten Nukleinsäuren mit radioaktiven DNA-
Proben („Southern”- und „Northern-Blot”) wurden aus den Laborhandbüchern von 
Sambrook et al. (1989) und Davis et al. (1986) übernommen. Nach 
Herstellerangaben wurden durchgeführt: Plasmid-DNA Präparationen in 
quantitativem Maßstab (QIAGEN, Diagen), Elution von DNA aus Agarosegelen 
(Jetsorb, Genomed), radioaktive Markierung von DNA (”Megaprime DNA labelling 
system”, Amersham), DNA-Sequenzierungen (IRD-fluoreszent: „Thermo sequenase 
fluorescent labelled primer cycle sequencing kit”, Amersham, mit 
DNA-Sequencer 4000L, MWG-Biotech), Präparation von polyA-RNA (”mRNA-
purification-kit”, Pharmacia). 
4.1 Mutagenese durch Polymerase-Kettenreaktion 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde zur Mutagenese, d.h. zum Einführen von 
Restriktionsschnittstellen, benutzt. In einem 100 µl Ansatz waren 1 bis 10 ng der 
Ausgangs-DNA, 250 µM dNTPs, jeweils 50 pmol von jedem „Primer“, 2,5 U Pfu DNA-
Polymerase (Stratagene) und 1x Reaktionspuffer (Stratagene) enthalten. Die 
Reaktion wurde in einem programmierbaren Thermoblock (Biometra TRIO) mit fol-
gendem Programm durchgeführt: Nach einer initialen Denaturierung bei 95°C für 
5 min wurden 30 Zyklen von jeweils 1 min Denaturierung bei 95°C, 1 min 
Hybridisierung der „Primer“ bei der jeweiligen Schmelztemperatur und 1 bis 3 min 
Elongation bei 72°C durchgeführt. Anschließend wurde die wässrige Phase des 
Ansatzes abgenommen, nach Zugabe von 1/2 Vol. 5 M Ammoniumacetat einmal mit 
Phenol/Chloroform (1:1) und einmal mit Chloroform extrahiert und die DNA durch 
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Zugabe von Ethanol gefällt. Alle aus PCR-Amplifikationen hervorgegangenen 
DNA-Fragmente wurden durch Sequenzierung überprüft. 
4.2 Gentechnische Arbeiten in Bakterien 
Für sämtliche Arbeiten im bakteriellen System wurde der Vektor pBluescript II SK+ 
(Stratagene) eingesetzt. Dabei wurde der Bakterienstamm XL1 Blue (F’, Tn10 (tetr), 
proAB+, lacIq, ∆(lacZ)M15, supE44, hsdR17, recA1, endA1. relA1, gyrA96) verwendet. 
4.3 Kultur, Transfektion und Selektion von Zellen 
Embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) der Linie E14.1 aus der inneren Zellmasse 
einer männlichen Blastozyste der Mauslinie 129/Ola (Hooper et al., 1987; Kuhn et al., 
1991) wurden in DMEM (Gibco) supplementiert mit 4500 mg/l Glukose, 15% fetalem 
Kälberserum (Sigma), 100 µg/ml Streptomycin, 100 µg/ml Penicillin, 1% 
nichtessentiellen Aminosäuren, 1% L-Glutamin, 100µM β-Mercaptoethanol und 
500 U/ml LIF (Boehringer) kultiviert; diese Kultur erfolgte als Kokultur mit 
wachstumsinaktivierten embryonalen Fibroblasten. Neomycin-resistente embryonale 
Fibroblasten wurden aus E16,5 Mausembryonen der Plakoglobin „Knock-out”-Linie 
(zur Verfügung gestellt von P. Ruiz, Berlin; Ruiz et al., 1996) gewonnen, indem der 
Kopf und die inneren Organe der Embryonen verworfen, der Rest des Körpers 
zerkleinert und die Zellen durch wiederholte Behandlung mit Dispasepuffer (5 U/ml 
Dispase, 3000 U/ml DNaseI und 0,005% Trypsin in PBS) vereinzelt wurden. Diese 
Zellen wurden in DMEM (Gibco, supplementiert wie zuvor für ES-Zellen angegeben, 
jedoch ohne LIF) über insgesamt fünf Passagen kultiviert und anschließend durch 
Behandlung mit 10 µg/ml MitomycinC (Sigma) wachstumsinaktiviert, um für die 
Kokultur mit ES-Zellen eingesetzt zu werden. 
Alle Zellen wuchsen bei 37°C, 90% Luftfeuchtigkeit und 7,5% CO2-Gehalt. Im Ab-
stand von zwei Tagen wurden die Zellen verdünnt, wozu die sie zunächst mit PBS 
(137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4) gewaschen und dann 
durch Zugabe von Trypsinlösung (0,5 mM EDTA und 2‰ Trypsin, Merck, in PBS) 
von der Unterlage abgelöst wurden. Etwa 1/5 der Zellsuspension wurde mit frischem 
Medium aufgefüllt und weiter kultiviert. Zum Einfrieren wurden die Zellen abgelöst, 
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sedimentiert (300 x g, 5 min), in Einfriermedium (Zellkulturmedium supplementiert 
mit 50% fetalem Kälberserum und 10% DMSO) resuspendiert und in Styropor 
verpackt bei -80°C langsam eingefroren. Nach einem Tag wurden die Zellen in 
flüssigen Stickstoff übergeführt. 
ES-Zellen wurden mittels Elektroporation transfiziert: zu 107 Zellen in 800 µl PBS 
wurde 40 µg linearisierter „targeting”-Vektor gegeben und in einer 4 mm Küvette bei 
240 V und 500 µF (Genepulser, Biorad) transfiziert. Die Zellen wurden auf vier 
Zellkulturschalen (Ø 10 cm) verteilt, die wachstumsinaktivierte embryonale 
Fibroblasten enthielten. Dem Zellkulturmedium wurde nach zwei Tagen zunächst 
400 µg/ml G418 (Gibco) und ab dem fünften Tag zusätzlich 2 µM Gancyclovir 
(Syntex) zugesetzt. Nach sieben bis acht Tagen konnten Zellklone mit einer Pipette in 
25 µl PBS abgelöst und auf 96-Loch Platten in 25 µl Trypsinlösung dissoziiert werden. 
Die Dissoziation wurde nach zehn Minuten durch Zugabe von 200 µl 
Zellkulturmedium gestoppt und die Zellen anschließend für vier Tage kultiviert. Dann 
wurden 2/3 der Zellen wie oben beschrieben eingefroren und der Rest auf mit 0,5% 
Gelatine in PBS vorbehandelten 96-Loch Platten bis zur vollständigen Konfluenz 
weiterkultiviert. Aus diesen Zellen wurde genomische DNA nach der Methode von 
Ramirez-Solis et al. (1992) isoliert. 
4.4 Proteinextraktion aus Mausgewebe, Proteingelelektrophorese 
und Immunoblot („Western-Blot“) 
Das Gewebe wurde in L-CAM-Puffer (140 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 0,7 mM MgSO4, 
1,2 mM CaCl2, 10 mM Hepes pH 7,4, 1% TritonX100, 1 mM Phenylmethylsulfonyl-
fluorid) zerkleinert. Die Suspension wurde unter Schütteln für 20 min auf Eis 
inkubiert. Durch Zentrifugation (12000 x g, 4 °C, 10 min) wurden nicht lösliche 
Zellbestandteile sedimentiert. 
Zur Trennung von Proteingemischen wurden denaturierende Polyacrylamidgele 
(Abmessungen: 12 x 14,5 x 0,12 cm3) mit 10% Acrylamid verwendet. Das Volumen-
verhältnis von Sammelgel (4,87% Acrylamid, 1,3‰ N,N'-Methylenbisacrylamid, 
62,5 mM Tris-HCl pH6,8, 2‰ SDS, 1‰ APS, 0,5‰ TEMED) zu Trenngel (10% 
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Acrylamid, 2,5‰ N,N’-Methylenbisacrylamid, 150mM Tris-HCl pH8,8, 2‰ SDS, 1‰ 
APS, 0,5‰ TEMED) betrug 1:2. Die Proben wurden mit 
1/4 Vol. 4x Dissoziationspuffer (300 mM Tris-HCl pH 6,8, 6% SDS, 12 mM EDTA, 6% 
β-Mercaptoethanol, 30% Glycerin, 0,3‰ Bromphenolblau) versetzt, 5 min bei 95°C 
inkubiert, danach auf Eis abgekühlt und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese 
erfolgte mit 40 mA für ca. 3 h; als Laufpuffer wurde Laemmli-Puffer (192 mM Glycin, 
25 mM Tris-HCl pH 8,3, 0,2% SDS) verwendet. Als Proteingrößenstandard wurde das 
Proteingemisch SDS-6H (Proteingrößen: 205 kDa, 116 kDa, 97,4 kDa, 66 kDa, 
45 kDa, 29 kDa) von Sigma eingesetzt. 
Für den Immunoblot wurden die Proteine elektrophoretisch von dem Gel auf eine 
Nitrozellulosemembran (Millipore HAWP 10) in Blotpuffer (192 mM Glycin, 25 mM 
Tris-HCl pH 8,6) transferiert. Die Nitrozellulosemembran wurde in Blockierungspuffer 
(5% Magermilchpulver, Minoform Nestlé, in PBS) präadsorbiert. Anschließend wurde 
die Membran mit der Erstantikörperlösung (C/G7, monoklonal Maus gegen Conductin 
(Lustig, Jerchow et al., 2002)) inkubiert. Nach Waschen in Blockierungspuffer wurde 
die Membran in einer Lösung von Peroxidase-gekoppeltem Zweitantikörper (1:1000 
Verdünnung von Anti-Maus-Antikörper aus der Ziege, Dianova, in Blockierungspuffer) 
inkubiert, zweimal in Blockierungslösung und viermal in PBS gewaschen und der 
Antigen/Antikörper/Antikörper-Peroxidase-Komplex mittels Chemoluminiszensreaktion 
(”ECL-detection-kit”, Amersham) nachgewiesen. 
4.5 Konstruktion des „targeting”-Vektors 
Als Ausgangsvektor für die Konstruktion des „targeting”-Vektors wurde eine 
weiterentwickelte Form des Vektors pTV0 (Riethmacher et al., 1995) eingesetzt. Er 
enthält mit einem Neomycinresistenzgen (neo) und der Herpes simplex Virus-
Thymidinkinase (HSV-TK) zwei Gene zur Positiv/Negativselektion, jeweils unter der 
Kontrolle des Phosphoglyceratkinase-Promotors. In diesen Vektor wurde von 
J. Hülsken die cDNA der bakteriellen β-Galaktosidase (lacZ) zusammen mit einem 
Kaninchen-β-Globin-Intron und einem SV40-Polyadenylisierungssignal aus dem 
Vektor 497-524.Z (Picard and Yamamoto, 1987) isoliert. Dabei wurde gleichzeitig 
durch PCR-Mutagenese eine XhoI-Restriktionsschnittstelle anstelle des Startkodons 
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eingeführt (Huelsken et al., 2000). Die folgende Übersicht zeigt ein Schema dieses 
Vektors mit relevanten Restriktionsschnittstellen. 
pTVlacZ
NLS
lacZAmp
HSV-TK
neo
H
N
S
XhXb
Xb
E
E
EE
E
E
 
 
ES-Zellklone, welche die DNA des „targeting”-Vektors in ihr Genom aufgenommen 
haben, wurden positiv auf die Neomycinresistenz selektioniert. Klone, bei denen 
diese Integration durch homologe Rekombination stattgefunden hat, verlieren die 
HSV-TK-Kassette. Dagegen verbleibt bei zufälliger Integration diese Kassette im 
Genom. In diesem Fall können die betreffenden Zellen durch Zusatz des Nukleosid-
analogs Gancyclovir, welches nach Phosphorylierung durch die HSV-TK in die DNA 
eingebaut wird und zum Absterben der Zellen führt, negativ selektioniert werden.  
Um die Ausbeute der homologen Rekombination zu erhöhen, wurde eine isogene ge-
nomische DNA-Bank aus dem Mausstamm 129 (die verwendeten ES-Zellen stammen 
aus demselben Mausstamm) verwendet. Zum Durchmustern der Bank wurde ein 
PCR-Protokoll etabliert, welches einen 285bp großen, im zweiten Exon von Conductin 
gelegenen Bereich amplifiziert. Hierzu wurden die folgenden „Primer“ und 
Bedingungen verwendet: 
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AGCGCCGTGTTAGTGACTCTCCTT, AGTCCGGAAGAGGTATGCACCATC; 2,5 U/100 µl 
Taq-Polymerase, 10 pmol von beiden „Primern“, 1 mM dNTPs, 1,5 mM MgCl2, 50 mM KCl, 
10 mM Tris-HCl pH 8,3, 0,001% Gelatine; 96°C 6s, 67°C 20s, 72°C 45 s, 35 Zyklen. 
Das Durchmustern einer P1-Phagen-Bank wurde bei der Firma Genome Systems, St. 
Louis, USA in Auftrag gegeben. Drei von der Firma isolierte Phagen wurden nach den 
Vorgaben von Genome Systems amplifiziert und die DNA isoliert. Nach weiterer 
Analyse der isolierten DNA mittels Southern Blot wurden zwei überlappende 
genomische Fragmente von 5 und 9 kb in pBluescript II SK+ subkloniert. Wie durch 
Southern Blot und Sequenzierung gezeigt werden konnte, beinhalten die Fragmente 
die Exone 1 und 2 des murinen Conductin-Gens sowie umgebende intronische 
Sequenzen (vergl. hierzu auch Abb. 2.1). Das folgende Schema zeigt die Struktur des 
Conductin-Gens für den Bereich des ersten und zweiten (enthält das Startkodon) 
Exons, die für die Konstruktion des „targeting”-Vektors benutzten Teilfragmente aus 
diesem Bereich sowie verwendete Restriktionsschnittstellen. Sequenzen aus 
pBluescript II SK+ sind gestrichelt dargestellt. 
Xb
Xb
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H
H
H
ATG
ATG
ATG
ATG
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1 kb
N
N
E Xb
Xb
NS
NS S
SN
1
a b
a b
2
3
4
E
E
E
Exon2
Exon2
 
Aus dem Fragment 1 wurde zunächst das Fragment 2 über die HindIII (H)- und 
EcoRI (E)-Restriktionsschnittstellen subkloniert. Zur Konstruktion des 5´-„Arms” des 
Vektors wurde über PCR-Mutagenese nach dem ATG-Startkodon eine SalI (S)-
Restriktionsstelle eingeführt, 3a (5’ „Primer” in pBluescript II SK+ gelegen, 3’ „Primer” 
GGC GGG TCG ACA CTC ATG GTG AGG GAG AGC, Fettdruck: S-Stelle, 
Unterstreichung: Startkodon in 3’-5’-Richtung). Zur Konstruktion des 3’-„Arms” 
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wurden am Ende von Exon 2 eine NotI (N)- und eine S-Schnittstelle eingeführt, 3b 
(5’ „Primer” GAT AGC GGC CGC GTC GAC AGT GTG AGA TCC ACG GAA A; 
Fettdruck: N- und S-Stelle, 3’ „Primer” in pBluescript II SK+ gelegen). Die Fragmente 
3a und 3b wurden daraufhin über H/S bzw. N/E in das Ausgangskonstrukt 1 kloniert, 
woraus die beiden fertigen „Arme” 4a und 4b entstanden. Der Vektor pTVlacZ (s. 
oben) wurde an der N- und der XhoI (Xh)-Schnittstelle geöffnet und das aus 4a über 
N und S isolierte Fragment inseriert (S ist kompatibel zu Xh, beide Schnittstellen 
gehen bei der Ligation verloren). Der Vektor wurde zuletzt über S geöffnet und das 
aus 4b über S isolierte Fragment inseriert. Die folgende Abbildung zeigt schematisch 
das resultierende „targeting“-Konstrukt. 
E E EXb
ATGN E XbE
HSV-TK
 
4.6 Etablierung neuer Mausstämme durch Blastozysteninjektion 
Zur Entnahme von Blastozysten wurden schwangere Weibchen der Mauslinie C57Bl6 
am dritten Tag (E3,5) nach der Kopulation (der Morgen nach der Kopulation wird als 
E0,5 gewertet) getötet und deren Uteri entnommen. Mittels einer feinen Kanüle 
(Außen-Ø 0,21 mm, Hamilton) wurden die Embryonen mit ca. 500 µl 
Blastozystenmedium (Zellkulturmedium für ES-Zellen mit 30 mM Hepes pH 7,2) vom 
Infundibulum aus durch den Uterus herausgespült, mit einer Mundkapillare 
aufgenommen und bis zur Injektion in Blastozystenmedium bei 37°C, 
90% Luftfeuchtigkeit und 5% CO2-Gehalt im Brutschrank kultiviert. 
Zur Injektion der ES-Zellklone in Blastozysten wurde die anderswo beschriebene 
Injektionsapperatur verwendet (Huelsken, 1998). Zur Injektion wurden ES-Zellen 
eines Klons durch Trypsinbehandlung vereinzelt und in Blastozystenmedium 
aufgenommen (104 bis 105 Zellen/ml). In die Injektionskammer wurden 100 µl dieser 
Zellsuspension und 10 bis 20 Blastozysten gegeben und mit Silikonöl (Serva) 
überschichtet. Mit der Injektionsnadel wurden dann jeweils 5 bis 20 ES-Zellen auf-
genommen und mit der Haltenadel eine Blastozyste so fixiert, dass die 
Injektionsnadel in das Blastocoel vordringen konnte, ohne die innere Zellmasse zu 
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verletzen. Nach der Injektion der ES-Zellen in das Blastocoel wurden die Blastozysten 
mit einer Mundkapillare aufgenommen und wie oben beschrieben kultiviert. 
Die Blastozysten wurden am Abend des gleichen Tages in scheinschwangere CB6F1 
Weibchen (mind. 12 Wochen alt und 25 g schwer) transferiert, die hierzu mit sterilen 
Männchen verpaart worden waren. Da die Entwicklung der Blastozysten durch die 
Injektion verzögert wird, wurden für den Transfer Weibchen an E2,5 verwendet. 
Nach Betäubung der Tiere mit Ketamin/Xylazin wurden mit einer Mundkapillare 
nacheinander in beide Hörner des Uterus jeweils sechs bis acht Blastozysten 
transferiert. Das Bauchfell wurde anschließend vernäht und die Öffnung im Fell durch 
Klammern verschlossen (Autoclip 9 mm, Becton Dickinson). 
Chimäre Männchen, die aus den injizierten Blastozysten hervorgegangen waren, wur-
den mit weiblichen C57Bl/6J Mäusen ab dem Alter von acht Wochen verpaart. Von 
F1-Nachkommen mit braunem Fell wurde zur Genotypisierung vier Wochen nach der 
Geburt ca. 5 mm der Schwanzspitze unter Betäubung abgesetzt und in Lysepuffer 
(200 mM NaCl, 100 mM Tris pH 8,5, 5 mM EDTA, 0,2% (w/v) SDS, 200µg/ml Pro-
teinase K) ü.N. bei 55°C unter Schütteln aufgeschlossen. Hieraus konnte entweder 
durch Phenolextraktion und Fällung DNA für die Genotypisierung durch „Southern-
Blot” gewonnen werden oder nach zwanzigfacher Verdünnung mit Wasser direkt 
mittels PCR genotypisiert werden. 
4.7 Genotypisierungen 
Zur Genotypisierung des Conductin-Lokus mittels „Southern-Blot” wurde ein ca. 
800 bp großes XbaI/NotI-Fragment verwendet, das sich genomisch 5´ von der im 
5´-„Arm” des „targeting”-Vektors benutzten Sequenz befindet. Die genomische DNA 
aus der Maus wurde für den „Southern-Blot” mit der Restriktionsendonuklease EcoRI 
gespalten. Zur Genotypisierung mittels PCR wurden folgende „Primer“ und 
Bedingungen verwendet: 
Cs AAGCTGCGTCGGATACTTGAGA, Cwt AGTCCATCTTCATTCCGCCTAGC, lacZ 
TGGTAATGCTGCAGTGGCTTG; 12 pmol Cs, jeweils 6 pmol Cwt und lacZ, 200 µM dNTPs, 
1,7 mM MgCl2, 0,025% Detergenz W-1 (Invitrogen), 0,08% DMSO und 0,07 U Taq-
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Polymerase (Invitrogen) in 15 µl Gesamtvolumen mit 1x PCR-Puffer (Invitrogen) und 40 
Zyklen jeweils 6 s 96°C, 15 s 60°C und 90 s 72°C. 
Zur Genotypisierung des Axin-Lokus wurden folgende „Primer” und Bedingungen 
verwendet: 
wt1 GGGGTGGCTGTTGAGGTC, wt2 CGGAGCAAGTTTCACCGAAG, tg1 
CGAGGTCAGTCACACAATAG, tg2 TACGTGTACAGGATGTGCAG; jeweils 24 pmol wt1 und 
wt2, jeweils 6 pmol tg1 und tg2, 200 µM dNTPs, 1,33 mM MgCl2, 0,127% Detergenz W-1 
(Invitrogen), 0,04% DMSO und 0,07 U Taq-Polymerase (Invitrogen) in 15 µl Gesamtvolumen 
mit 1x PCR-Puffer (Invitrogen) und 40 Zyklen jeweils 6 s 96°C, 15 s 60°C und 60 s 72°C. 
4.8 Embryoschnitte und -färbungen 
Zur Einbettung in Paraffin wurden die Embryonen aus dem Uterus präpariert und 
Dottersack und Amnion entfernt. Anschließend wurden die Embryonen ü.N. bei 4°C 
in 4% Formaldehyd in PBS fixiert. Die Embryonen wurden mittels einer Alkoholreihe 
dehydriert (1 h 70% Ethanol, 30 min 80% Ethanol, 30 min 90% Ethanol, 1 h 96% 
Ethanol, 30 min 96% Ethanol, 1 h Ethanol, 30 min Ethanol), in Toluol überführt 
(zweimal 15 min) und ü.N. bei 60°C in Paraffin inkubiert. Am nächsten Tag konnten 
die Embryonen in Paraffinblöckchen eingegossen und nach Abkühlung bei 4°C auf 
einem Mikrotom (Microm, Heidelberg) in 7 bis 10 µm dünne Schnitte geschnitten 
werden. Diese wurden 30 min bei 60°C auf positiv geladenen Glasobjektträgern 
(SuperFrost Plus, Menzel) fixiert. 
Um Paraffinschnitte weiter zu verwenden, wurden diese zunächst entwachst (dreimal 
5 min Xylol) und mittels einer Alkoholreihe rehydriert (zweimal 5 min Ethanol, 2 min 
95% Ethanol, 2 min 85% Ethanol, 2 min 70% Ethanol, 2 min 50% Ethanol, 2 min 
30% Ethanol, 5 min PBS). Kerne wurden entweder mit Mayers Hämatoxylin (1 g/l 
Hämatoxylin, 200 mg/l NaJO3, 50 g/l Kalialaun = Al2(SO4)3 x K2(SO4) x 24H2O, 50 g/l 
Trichloracetaldehydhydrat, 1 g/l Na-Citrat) oder mit 0,1% PyroninG und Zellen und 
Extrazellulärmatrix mit 0,1% EosinY gefärbt. 
Zur Detektion der lacZ-Expression wurden die Embryonen für 5 min in 0,2% Glutaral-
dehyd in KP-Puffer (2 mM MgCl2, 5 mM EGTA, 100 mM Kaliumphosphatpuffer 
pH 7,4) fixiert, mit 0,01% Natriumdesoxycholat und 0,02% Nonident P-40 in 
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KP-Puffer permeabilisiert und mit 0,5 mg/ml X-Gal, 10 mM K3[Fe(CN)6] und 10 mM 
K4[Fe(CN)6] in KP-Puffer bei 37°C gefärbt. 
4.9 Immunohistochemie 
Für immunohistochemische Untersuchungen an Paraffinschnitten wurden diese wie 
oben beschrieben entwachst und rehydriert. Um die Antigene zu exponieren, wurden 
die Schnitte anschließend dreimal 5 min in der Mikrowelle in 10 mM Natriumcitrat pH 
6,0 erhitzt. Danach wurden unspezifische Bindungsstellen in Inkubationslösung (10% 
Ziegenserum und 0,1% Tween20 in PBS) abgesättigt (30 min bis 4 h), die Objekte 
mit der Verdünnung des ersten Antikörpers (anti-Phospho-Histon H3, 
Kaninchenserum, Upstate Biotechnology, 1:200 in Inkubationslösung) bedeckt und 
zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Waschen mit PBS (viermal 
10 min) wurden die Objekte mit der Verdünnung des zweiten Antikörpers (Ziege anti 
Kaninchen-IgG, alkalische Phosphatase-gekoppelt, Dianova, 1:50 in 
Inkubationslösung) bedeckt und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. 
Anschließend wurde erneutem mit PBS gewaschen (wie oben). Danach wurde 
zweimal 10 min in NTMT (100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl pH 9,5, 50 mM MgCl2, 
0,1% Tween20) gewaschen und mit NBT/BCIP (5 µl NBT, 100 mg/ml in DMF, Roche, 
und 3,75 µl BCIP, 50 mg/ml in DMF, Roche, auf 1 ml NTMT) im Dunkeln bei 
Raumtemperatur gefärbt. 
4.10 In situ Hybridisierung 
Der Nachweis der Expression von Genen auf Transkriptionsebene wurde durch in situ 
Hybridisierungen mit Digoxygenin (DIG)-markierten RNA-Proben an Paraffinschnitten 
und ganzen Embryonen („whole mount”) durchgeführt. Die Synthese und Markierung 
der RNA-Proben erfolgte in einer in vitro Einzelstrang-RNA-Synthese nach Angaben 
des Herstellers (Roche), nicht eingebaute Nukleotide wurden mittels 
Säulenchromatographie (RNeasy, QUIAGEN) abgetrennt. Die folgende Tabelle 
informiert über die verwendeten Sonden, deren Herkunft, mit welcher 
Restriktionsendonuklease die betreffenden Plasmide linearisiert wurden und welche 
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RNA-Polymerase jeweils zur RNA-Synthesen in „antisense”-Richtung eingesetzt 
wurde: 
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Sonde 
 
Genbank 
Accession # 
Herkunft Resrikt.-
enzym 
RNA-
Pol. 
Crabp1 NM 013496 bp 69-711 in pGEM 5Zf+ SalI T7 
Cer-l AF 031896 erhalten von J. Hülsken   
En1 NM 010133 bp 685-1836 in pBSKS ClaI T7 
Fgf8 NM 010205 bp 80-900 in pBS BamHI T7 
Hesx1 XM 122684 bp 30-424 in pBS BamHI T3 
Krox20 
(Egr2) 
XM 125648 erhalten von D. Zechner   
Otx2 NM 144841 erhalten von J. Hülsken EcoRI SP6 
Rax NM 013833 erhalten von C. L. Cepko (Furukawa et 
al., 1997) 
HindIII T3 
Shh X 76290 bp 120-760 in pBS HindIII T3 
 
Zur Kontrolle wurden Transkripte in „sense”-Richtung verwendet. Alle Lösungen 
wurden mit Diethylpyrocarbonat-behandeltem Wasser (Sambrook et al., 1989) 
angesetzt, Geräte mit diesem Wasser gewaschen und zusätzlich 1 h autoklaviert. 
Die Paraffinschnitte wurden wie oben beschrieben entwachst und rehydriert, für 
15 min in 4% Formaldehyd (in PBS) fixiert und in 6% H2O2 (in PBS) für 1 h gebleicht. 
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Nach einer Proteasebehandlung (10 min 10 µg/ml Proteinase K in PBS, um die RNA 
zugänglich zu machen) und erneuter Fixierung (10 min in 4% Formaldehyd in PBS) 
wurden die Schnitte acetyliert (10 min 0,25% Essigsäureanhydrid in 100 mM Tris-HCl 
pH 7,5), um eine unspezifische Bindung der RNA-Sonden zu minimieren. 
Anschließend wurde in 2x SSC (Sambrook et al., 1989) umgepuffert und die Schnitte 
über die umgekehrte Alkoholreihe dehydriert und getrocknet. Von der Hybridisie-
rungslösung (5x SSC, 50% Formamid, 5% „blocking reagent”, Roche, 10 % Dex-
transulfat, 5 mM EDTA, 0,1% Tween 20, 100 µg/ml Heparin, 100 µg/ml denaturierte 
tRNA, 100 µg/ml denaturierte Heringssperma DNA und 1 µg/ml denaturierte DIG-
markierte RNA-Sonde) wurde 40 µl auf die Schnitte gegeben, mit einem 
silikonisierten (Sigmacote, Sigma) Deckgläschen abgedeckt und über Kopf in einer 
feuchten Kammer ü.N. bei 63°C inkubiert. Am nächsten Tag wurde zunächst 10 min 
in 5x SSC mit 50% Formamid und dann zweimal 10 min in 2x SSC mit 50% 
Formamid bei 60°C gewaschen. Anschließend wurde in TES (0,5 M NaCl, 10 mM Tris-
HCl pH 8,0, 1 mM EDTA) umgepuffert und überschüssige, einzelsträngige RNA für 
30 min mit 20 µg/ml RNaseA in TES bei 37°C abgebaut. Erneut wurde zweimal 
15 min in 1x SSC und anschließend 30 min in 0,2x SSC bei 60°C gewaschen. Die 
Schnitte wurden in TBS (150 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl pH 7,4, 2 mM KCl) 
umgepuffert und mit Blockierungslösung (1% „blocking reagent”, Roche, 10% 
Schafserum, 0,1% TritonX100 in TBS) für zwei Stunden bei 4 °C behandelt. Der Anti-
DIG-Antikörper (Fab-Fragment aus dem Schaf, Roche) wurde in einer 1:1000 
Verdünnung in Blockierungslösung zunächst mit Embryopuder (Acetonextrakt aus in 
Flüssigstickstoff pulverisierten Mausembryonen E14,5 bis E16,5) präadsorbiert (zwei 
Stunden bei 4 °C, Überstand weiter verwendet) und dann auf den Schnitten ü.N. bei 
4 °C inkubiert. Am nächsten Tag wurde überschüssiger Antikörper durch 
sechsmaliges Waschen mit TBS mit 0,1 % TritonX100 entfernt, endogene Phospha-
taseaktivität durch 1 mM Levamisol in NTMT (100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl pH 9,5, 
50 mM MgCl2, 0,1 % Tween20) inhibiert, und die Schnitte in „BM purple AP-
substrate” (Roche) im Dunkeln bei 4°C bis 37°C für ein bis fünf Tage gefärbt. 
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Zum Nachweis der Transkripte an ganzen Embryonen wurden diese zunächst 
freipräpariert und in 4% Formaldehyd in PBS bei 4°C fixiert (je nach Größe 2 h bis 12 
h). Alle weiteren Schritte wurden, wenn nicht anders angegeben, auf Eis 
durchgeführt. Sollten die Embryonen bei -20°C gelagert werden, wurden sie mittels 
einer Alkoholreihe dehydriert (15 min 25% Methanol in PBS, 30 min 50% Methanol in 
PBS, 1 h 75% Methanol in Wasser, 100% Methanol). Vor der Verwendung wurden 
die Embryonen zunächst rehydriert (15 min 75% Methanol in Wasser, 15 min 50% 
Methanol in PBS, 15 min 25% Methanol in PBS, PBS). Bei Embryonen älter als E9 
wurden die Vesikel im Kopfbereich (Gehirn, optische und otische Vesikel) und das 
Herz mit einer Nadel punktiert, um einen besseren Durchfluss der Reagenzien zu 
erreichen. Die Embryonen wurden nun 15 min bei Raumtemperatur gebleicht (6% 
H2O2 in PBS), gefolgt von dreimaligem Waschen in PBSw (PBS mit 0,1% Tween20). 
Danach wurden die Embryonen in einer Proteinase K-Lösung bei Raumtemperatur 
inkubiert (E6 3 min, E7,5 5 min, E8,5 7 min, E9,5 9 min, E10,5 11 min 4,5 µg/ml 
Proteinase K in PBSw). Die Proteinase wurde durch Inkubation der Embryonen in 2 
mg/ml Glycin in PBSw inaktiviert, anschließend wurde dreimal mit PBSw gewaschen. 
Es wurde 15 min fixiert (4% Formaldehyd, 0,2% Glutaraldehyd in PBSw) und wieder 
dreimal in PBSw gewaschen. Die Embryonen wurden jeweils bis zum Absinken in 
50% Hybridisierungslösung (1% „blocking reagent“, Roche, 50% Formamid, 5x SSC, 
1 mg/ml denaturierte tRNA, 0,1 mg/ml Heparin, 5 mM EDTA) in PBSw und reiner 
Hybridisierungslösung inkubiert. Anschließend wurde für 2 h bis 3 h bei 65°C in 
Hybridisierungslösung prähybridisiert. Schließlich wurden die Embryonen ü.N. mit der 
entsprechenden Sonde (0,2 bis 1 µg/ml in Hybridisierungslösung) bei 65°C bis 70°C 
inkubiert. Am nächsten Tag wurden 5 min mit Hybridisierungslösung bei 70°C 
gewaschen und dreimal jeweils ½ Vol. der Hybridisierungslösung 2x SSC pH 4.5 
zugegeben und 5 min bei 70°C gewaschen. Danach wurde 30 min in 2x SSC pH 7 bei 
70°C gewaschen, in TES (0,5 M NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM EDTA) umge-
puffert und überschüssige einzelsträngige RNA für 30 min mit 20 bis 50 µg/ml 
RNaseA in TES bei Raumtemperatur oder 37°C abgebaut. Dann wurde in 2x SSC pH 
7 umgepuffert und erneut 30 min in 2x SSC pH7 bei 70°C gewaschen. Es folgten 
zwei zehnminütige Waschschritte in MAB (150 mM Maleinsäure, 150 mM NaCl, pH 
Material und Methoden  83 
 
7,5) bei 70°C, zwei zehnminütige Waschschritte in PBS und ein fünfminütiger in 
PBSw, jeweils bei Raumtemperatur. Der Anti-DIG-Antikörper (Fab-Fragment aus dem 
Schaf, Roche) wurde in einer 1:2000 Verdünnung in Blockierungslösung (1% 
„blocking reagent”, Roche, 10% Schafserum in PBSw) mit Embryopuder 
(Acetonextrakt aus in Flüssigstickstoff pulverisierten Mausembryonen E14,5 bis 
E16,5) präadsorbiert (zwei Stunden bei 4°C, Überstand weiter verwendet). Die 
Embryonen wurden mit Blockierungslösung für zwei Stunden bei 4 °C behandelt und 
dann mit der Antikörperlösung ü.N. bei 4°C inkubiert. Am nächsten Tag wurde 
überschüssiger Antikörper durch mindestens sechs Waschungen mit 0.1% BSA in 
PBSw (jeweils 40 min) und zwei Waschungen mit PBSw (jeweils 30 min) entfernt. 
Danach wurde zweimal 10 min in NTMT (100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl pH 9,5, 
50 mM MgCl2, 0,1 % Tween20) gewaschen und die Embryonen in „BM purple AP-
substrate” (Roche) im Dunkeln bei 4°C oder Raumtemperatur 30 min bis 2 Tage 
gefärbt. 
4.11 TUNEL-Reaktion zum Apoptosenachweis 
Der Nachweis der Apoptose beruht auf dem Einbau Fluoreszenz-markierter 
Nukleotide mit Hilfe der Terminalen Desoxynukleotidtransferase an das 3´-OH Ende 
von mono- und oligonukleosomaler DNA (TUNEL = TdT-mediated dUTP nick end 
labelling). Die Nachweisreaktion wurde an Paraffinschnitten durchgeführt, die 
zunächst wie oben beschrieben entwachst und rehydriert und danach für 15 min bei 
37°C in 20 µg/ml Proteinase K in 10 mM Tris-HCl pH 7,5 inkubiert wurden. Die 
Schnitte wurden für 30 min mit 0,3% H2O2 (in Methanol) behandelt und durch 
Inkubation für 2 min auf Eis mit 0,1% TritonX100 (in 12 mM Natriumcitrat) 
permeabilisiert. Die TUNEL-Reaktion wurde nach Angaben des Herstellers (Roche) 
durchgeführt, die Schnitte mit Moviol eingebettet und am Fluoreszenzmikroskop 
analysiert. 
4.12 Material und Geräte 
Soweit nicht gesondert angegeben wurden Chemikalien von Fluka (Neu-Ulm), Merck 
(Darmstadt), Pharmacia (Freiburg), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen), 
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radioaktive Nukleotide von Amersham-Buchler (Braunschweig), Enzyme von Roche 
und New England Biolabs (Schwalbach/Taunus) und Oligonukleotide von BioTeZ 
(Berlin) bezogen. Es wurden folgende Zentrifugen benutzt: Minifuge RF, Heraeus 
Sepatech, Varifuge 3.0 R, Heraeus Sepatech, Centrifuge 5402, Eppendorf und 
Centrifuge J2-21, Beckman, mit Rotoren JA 10 und JA 20. 
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